










































„In der Wissenschaft gleichen wir alle nur den 
Kindern, die am Rande des Wissens hier und da einen 
Kiesel aufheben, während sich der weite Ozean des 
Unbekannten vor unseren Augen erstreckt.“ 






















































































































































































































































































tag.  DNA‐Doppelstrangbrüche  (DSBs)  sind  hierbei  die  schwerwiegendsten  von  ionisierender 
Strahlung  (IR)  verursachten  Läsionen,  da  sie  die  genomische  Integrität  gefährden  (UNSCEAR 
2000).  Bei  Computertomographie  (CT)‐Untersuchungen  werden  zur  Unterstützung  der 
Bildgebung vor der Bestrahlung häufig Kontrastmittel (KM) injiziert, welche Elemente mit einer 







wenige  DSBs  induziert,  für  deren  Messung  man  eine  sensitive  Methode  benötigt.  In  einer 
früheren  Studie wurde  erfolgreich  die Methode  der  Immunfluoreszenz‐Mikroskopie  (IFM)  in 
Lymphozyten  von  CT‐Patienten  etabliert  (Lobrich  et  al.  2005).  Diese  erwies  sich  als  sehr 
sensitiv.  Bei  klinischen  Studien  besteht  jedoch  das  Problem,  dass  sich  Patienten  in  ihrem 
genetischen Hintergrund unterscheiden, was einen Einfluss auf die gemessenen Effekte haben 
kann.  Daher  sollte  im  Rahmen  dieser  Arbeit  die  Sensitivität  der  IFM  unter  standardisierten 
Bedingungen  validiert  werden.  Dazu  wurde  zunächst  in  Kooperation  mit  der  Klinik  für 
Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitätsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar die 
γH2AX‐IFM in murinen Lymphozyten etabliert (Rube et al. 2008b). Hierfür wurde die Induktion 
und  Reparatur  von  DSBs  in  Lymphozyten  verschiedener  Mausmutanten  mit  bekannten 
Defekten  in  Komponenten  der  DSB‐Reparatur  gemessen.  Hierbei  spiegelte  sich  selbst  eine 
geringe  Strahlenempfindlichkeit  der Mäuse  in  einer  eingeschränkten DSB‐Reparaturkapazität 
wider, sodass sich die IFM als sehr sensitive Methode zur Quantifizierung von DSBs erwies. 
Nach  Validierung  der  Methode  wurde  zunächst  in vitro  die  Auswirkung  von  KM  auf  die 
Induktion  und  Reparatur  von  DSBs  untersucht.  Dies  wurde  mittels  γH2AX‐  und  53BP1‐IFM 
sowie  alternativer  Methoden  wie  Pulsfeld‐Gelelektrophorese  (PFGE)  und  premature 
chromosome  condensation  (PCC)  durchgeführt.  Hierbei  konnte  in  primären  humanen 
Lymphozyten  und  Fibroblasten  gezeigt  werden,  dass  die  Zugabe  von  KM  vor  90 kV‐
Röntgenbestrahlung verglichen mit unbehandelten Proben zu einer 40‐60%igen Erhöhung der 
initialen DSB‐Anzahl  führt  (= KM‐Effekt). Ohne Bestrahlung hatte KM  keinen  Einfluss  auf die 








was  zu  einer  erhöhten  Induktion  von  DSBs  führt,  da  nach  γ‐Bestrahlung  die  Energie 
hauptsächlich durch Comptonelektronen deponiert wird. Da dieser Vorgang unabhängig von Z 
ist, konnte kein KM‐Effekt beobachtet werden.  
In  anschließenden  Patientenstudien wurde der  KM‐Effekt  auch  in vivo mittels  γH2AX‐IFM  an 
Lymphozyten  von  CT‐Patienten  untersucht.  Parallel  dazu  wurde  die  individuelle  in vitro‐




wurden  die  Ergebnisse  mit  einem  zweiten  unabhängigen  CT‐Patientenkollektiv  verifiziert. 
Hierbei glichen sich die nativ und die mit KM bestrahlte Vergleichsgruppe im mittleren Alter, in 
der  Altersverteilung  innerhalb  jeder  Gruppe  sowie  in  den  klinischen  Indikationen.  Die 
Messungen ergaben auch hier eine signifikante Erhöhung der Anzahl an  induzierten DSBs von 
33%  bei  CT‐Patienten  mit  KM‐Gabe,  sodass  die  in vivo‐Daten  der  ersten  Patientengruppe 
verifiziert werden konnten.  
In den o. g. Patientenstudien  traten  große Unterschiede  im  individuellen Reparaturverhalten 
auf. Daher wurde im weiteren Verlauf der Arbeit untersucht, ob die Reparaturkapazität von den 
Faktoren Alter, klinischer Indikation oder dem Geschlecht beeinflusst wird. Sowohl im ersten als 
auch  in  einer dritten Patientengruppe  konnte  gezeigt werden, dass Patienten über 60  Jahre 
eine verminderte DSB‐Reparaturkapazität gegenüber  jüngeren Patienten  (im Mittel 30  Jahre) 
aufweisen.  Weiterhin  zeigten  Frauen  ein  tendenziell  schlechteres  Reparaturvermögen  als 
Männer. Dagegen ergab ein Vergleich der klinischen Indikationen keine Unterschiede. 
Eine  frühere  Studie  konnte  beobachten,  dass  in  konfluenten  Fibroblasten  die  DSB‐
Reparaturkapazität  in vitro  mit  niedriger  werdender  Röntgendosis  abnimmt  und  nicht‐
reparierte DSBs  verbleiben  (Rothkamm &  Lobrich  2003). Um  die  physiologische  Relevanz  zu 
untersuchen,  wurde  daher  im  Rahmen  dieser  Arbeit  das  Reparaturvermögen  im 
Niedrigdosisbereich  auch  in vivo  in  verschiedenen Mausgeweben  untersucht.  Hierbei  zeigte 
sich, dass die DSB‐Reparatureffizienz auch  in vivo  konsistent  zu den bisherigen  in vitro‐Daten 
nach  einer Niedrigdosis  von  10 mGy  verglichen mit  höheren  Dosen  abnimmt. Nachdem  die 
Daten  von  Rothkamm &  Lobrich  (2003)  in vitro  in  konfluenten  Fibroblasten mit  zusätzlichen 
Röntgendosen  und  zwei  DSB‐Markern  bestätigt  wurden,  wurde  versucht,  ein  besseres 
Verständnis  für  die  Ursache  von  nicht‐reparierten  DSBs  zu  erlangen.  Hierfür  wurde mittels 












increase  the  absorption  of  radiation. When  photon  radiation  interacts with  cells,  secondary 
electrons are emitted by either  the photoelectric or  the Compton effect. At photon energies 
that are used during diagnostic X‐ray examinations, the photoelectric effect is the predominant 
process  that  generates  secondary electrons.  The number of electrons  emitted by  this  effect 
strongly depends on the atomic number (Z) of the irradiated matter (~Z4).  
The  first part of  this work aimed  to  investigate  if  iodinated CM  influences  the DSB  induction 
after  X‐irradiation.  In  radiation  diagnostics  low  dose  exposure  in  the  range  of  few mGy  is 
applied. DSB  levels  induced by  these doses are very  low. The methods  for  the assessment of 
DSBs  have  to  be  very  sensitive.  In  a  past  study  in which  γH2AX‐IFM  (immune  fluorescence 
microscopy)  could  be  established  successfully  in  lymphocytes  of  CT  patients,  this  method 
proved  to  be  very  sensitive  (Lobrich  et  al.  2005).  As  patients  often  differ  in  their  genetic 
background, this can have an  influence on the measured effects. To validate the sensitivity of 





Following  in vitro  experiments  to  assess  the  influence  of CM  on  the DSB  induction  included 
γH2AX‐  and  53BP1‐IFM  and  alternative  methods  like  pulsed  field  gel  electrophoresis  and 
premature chromosome condensation. Therefore primary human  lymphocytes and fibroblasts 




energy,  additional  experiments with  lymphocytes were performed using 660 kV‐γ‐rays. After 
γ−ray exposure CM had no effect on  the DSB  induction.  γ−rays predominantly  interact with 
matter through the Compton effect. The number of emitted Compton electrons by this effect is 
independent of Z. This suggests that the presence of  iodine during X‐irradiation  increases the 







individuals  undergoing CT  examinations with  or without CM  administration. Considering  the 
individual repair capacity of each patient by comparing his  in vivo data with  individual  in vitro 
data,  the  results obtained  in vivo  showed  that  a CM  administration prior  to CT  examination 
leads to an increase of DSBs in the lymphocytes of patients of approximately 30%. As the first 
group  of  patients  showed  great  inter‐individual  variation  in  the  level  of  DSB  repair,  and  to 
confirm  the recent  findings, a second  independent CT patient group was evaluated. To avoid 
inter‐individual  variation,  this  patient  group  was  matched  in  age  and  health  status.  Foci 
numbers assessed  in vivo after CT confirmed the  findings that CM  leads to an  increase  in the 
induction of DSBs by X‐irradiation.  
Because  there  were  substantial  differences  in  DSB  repair  between  individuals,  further 
investigations  were  performed  in  order  to  identify  factors  which  influence  DSB  repair. 
Therefore, patients of the first and of a new third patient group were compared in age, health 





A  former work of Rothkamm &  Lobrich  (2003) with  confluent wild‐type  fibroblasts  reported 




previous  findings  in vitro, DSB  repair  after  a dose of  10 mGy  is  less  efficient  compared with 
higher doses in vivo and that a subset of DSBs remains unrepaired after irradiation.  
After approving  the data of Rothkamm & Lobrich  (2003) with confluent wild‐type  fibroblasts, 




























der  stehen  und mit  der  Zeit  variieren,  sodass  sich  die  em‐Welle  vorwärts  bewegt.  Die  Ge‐
schwindigkeit (c), mit der sich diese Welle vorwärts bewegt, ist dabei das Produkt der Wellen‐






Die  elektrischen  und  magnetischen  Felder  stehen  senkrecht  aufeinander  und  variieren  mit  der  Zeit.  Die 
Geschwindigkeit (c)  der  daraus  entstehenden  Bewegung  ist  das  Produkt  aus  der Wellenlänge (λ)  und  der 







Bei der Betrachtung der Wechselwirkung  zwischen  Strahlung und Materie  kommt der Quan‐
tenenergie  eine  entscheidende  Rolle  zu.  Sie  bestimmt  die  Art  der Wechselwirkung  und  die 
daraus resultierenden Effekte. In der Strahlenbiologie ist in diesem Zusammenhang besonders 
das  Ionisationsvermögen  von  entscheidendem  Interesse.  Damit  wird  die  Fähigkeit  der  em‐
Strahlung  beschrieben,  bei  der  Absorption  durch  Materie  deren  Atome  und  Moleküle 
anzuregen und zu ionisieren. Unter Ionisation versteht man einen Stoßprozess, bei welchem die 













lisch  X‐rays)  bezeichnet.  Sie  entsteht,  wenn  beschleunigte  Elektronen  auf  Materie  treffen. 
Hierbei werden  zwei  Prozesse  unterschieden:  zum  einen  die  Bildung  von  „charakteristischer 
Strahlung“ und zum anderen die Bildung von „Bremsstrahlung“.  
Treffen beschleunigte Elektronen mit  ausreichend hoher Energie  auf  absorbierende Materie, 
werden  Hüllelektronen  aus  der  Atomhülle  der  in  der  Materie  befindlichen  Atome  gelöst. 
Dadurch kommt es zu einem freien Platz in der entsprechenden Atomschale. Wird dieser Platz 
von  einem  Elektron  aus  einer  höheren  Schale  besetzt,  wird  die  Energiedifferenz  als 
Strahlungsquant  freigegeben.  Die  Energie  des  Quants  ist  atomtypisch,  da  sie  von  der 
energetischen  Lage  der  beteiligten  Orbitale  abhängt.  Man  spricht  daher  auch  von 
„charakteristischer Röntgenstrahlung“.  
Bei der Entstehung von „Bremsstrahlung“ handelt es sich im Gegensatz dazu um einen Prozess, 
bei  welchem  das  beschleunigte  Elektron  nach  dem  Coulombschen  Gesetz  vom  positiv 
geladenen  Atomkern  angezogen  wird.  Dadurch  wird  die  Elektronenbahn  um  den  Kern 
gekrümmt  und  das  Elektron  gebremst,  wodurch  es  Energie  abgibt.  Der  dabei  abgegebene 



























Liegen  die Quantenenergie  und  die  Stärke  der  Elektronenbindung  in  vergleichbarer Größen‐
ordnung  vor,  kommt  es  vorwiegend  zum  Photoeffekt.  Beim  Photoeffekt  überträgt  das 
beschleunigte  Elektron  seine  gesamte  Energie  auf  ein  Elektron der K‐,  L‐ oder M‐Schale des 
absorbierenden Materials. Das Elektron verlässt seine Schale mit einer kinetischen Energie, die 
der Quantenenergie abzüglich der Bindungsenergie entspricht. Die freie Schale des  ionisierten 
Atoms  kann  wiederum  durch  ein  Elektron  einer  kernferneren  Schale  aufgefüllt  werden, 
wodurch es zu einer Abnahme der potenziellen Energie kommt und die überschüssige Energie 
als  Photonen  charakteristischer  em‐Strahlung  abgegeben  wird.  Der  Photoeffekt  tritt 
hauptsächlich bei niedrigeren Photonenenergien bis 50 keV auf.  
Bei mittleren Energien von 0,1 bis 1 MeV kommt es in erster Linie zum Comptoneffekt. Hierbei 











einem  Elektron.  Die  Summe  ihrer  kinetischen  Energien  entspricht  der  Quantenenergie 
vermindert um die „Ruheenergien“ der beiden Teilchen  (Kiefer & Kiefer 2003, Hall & Giaccia 
2006). 
Die  bei  den  beiden  erstgenannten  Prozessen  entstehenden  Photo‐  und  Comptonelektronen 
sowie  gestreuten Quanten  haben meist  eine  ausreichend  große  Energie,  um  in  der Materie 
noch eine gewisse Strecke zurückzulegen. Auf diesem Weg können sie auf weitere Atome tref‐
fen und dort weitere Anregungen und  Ionisationen auslösen. Dies bezeichnet man als  Ionisa‐
tions‐  oder  Bahnspur.  Die  Energiedeposition  bei  em‐Strahlung  erfolgt  also  im Wesentlichen 
durch  entstandene  Sekundärelektronen  (Nikjoo  &  Goodhead  1991).  Somit  sind  nicht 
hauptsächlich  die  primären  Absorptionsprozesse  der  Quanten,  sondern  die  durch 
Sekundärelektronen  ausgelösten  weiteren  Ionisationen  verantwortlich  für  die  Wirkung  von 
Röntgen‐ und γ‐Strahlung.  
2.1.2.2 Linearer Energietransfer (LET) und Relative Biologische Wirksamkeit (RBW) 
Bei  der  Energiedeposition  ionisierender  Strahlung  in  der Materie  durch  Sekundärelektronen 
kann  man  je  nach  Energie  die  ionisierende  Strahlung  in  dicht  oder  dünn  ionisierend 
unterscheiden. Röntgen‐ und γ‐Strahlung gehören zu den dünn ionisierenden Strahlenarten, bei 
deren Absorption die dabei entstehenden  Sekundärelektronen auf  ihrem weiteren Weg eine 
relativ  geringe  Anzahl  an  Ionisationen  mit  weit  auseinander  liegenden  Ionisationsorten 
hinterlassen.  Dies  steht  im  Gegensatz  zu  α‐  und  Teilchenstrahlung,  welche  entlang  ihrer 
Bahnspur  tausende  von  Ionisationen  auslösen  und  daher  als  dicht  ionisierend  gelten.  Um 
diesen Vorgang genauer zu beschreiben, wurde der LET (linear energy transfer) als Messgröße 
eingeführt. Dieser beschreibt die  längs der Bahnspur pro Weglängeneinheit  lokal deponierte 











[Joule pro kg]  und  in  der  Einheit Gray  [Gy]  angegeben.  Im  Strahlenschutz wird  diese  Einheit 
jedoch nicht verwendet, da unterschiedliche Strahlenarten bei gleicher Dosis unterschiedliche 
biologische Wirkungen  entfalten. Man  spricht  hierbei  von  einer  unterschiedlichen  Relativen 
Biologischen Wirksamkeit (RBW). In diesem Zusammenhang wurde die Äquivalentdosis mit der 
Einheit  Sievert  (Sv)  eingeführt.  Diese  ergibt  sich  wiederum  aus  dem  Produkt  aus  der 








Grenzfläche  zur  Luft  (z. B.  an  der Haut)  ein  sogenannter Grenzflächeneffekt  auftritt. Hierbei 
können Sekundärelektronen, welche unmittelbar hinter dieser Grenzfläche entstehen, aus dem 
Volumenelement herausfliegen und  somit  absorbierte  Energie wieder heraustragen. Aus der 
Luft, die vergleichsweise wenige Moleküle enthält, fliegen jedoch kaum Sekundärelektronen in 
das  Volumenelement  hinein,  sodass  ein  Sekundärelektronenungleichgewicht  entsteht.  Die 











Wo  im  Inneren des Volumenelements das Dosismaximum erreicht  ist, hängt von der Energie 
der Strahlung und damit von der Reichweite der Sekundärelektronen ab. Je höher die Energie 
der  Elektronen,  desto  weiter  verschiebt  sich  das  Dosismaximum  in  die  Tiefe.  Bei  harter  γ‐
Strahlung  und  ultraharter  Röntgenstrahlung  bewegen  sich  darüber  hinaus  die 




gung der DNA und nicht die  Schädigung  von Bestandteilen  im  Zytoplasma  verantwortlich  ist 
(Munro 1970). Dabei unterscheidet man die direkte  von der  indirekten Strahlenwirkung. Die 









Dabei  entstehen  oxidierende  OH‐Radikale  (OH•)  und  reduzierende  H‐Radikale  (H•)  sowie 
Elektronen mit Wasserhülle. H2O





(OH•).  Diese  haben  ebenfalls  eine  Halbwertszeit  von  10‐10 s  (Acworth  et  al.  1999).  Es wird 













ten  Strahlenwirkung  (oberer  Teil  der  Darstellung) 
werden  über  die  Wechselwirkung  der  Sekundär‐
elektronen  mit  anderen  Atomen  und  Molekülen  in 
der Zelle zuerst diffusible Radikale (hier ein Hydroxyl‐
radikal  =  OH•)  erzeugt,  welche  über  eine  Radikal‐
kettenreaktion  zu einer DNA‐Schädigung  führen. Bei 
der  direkten  Strahlenwirkung  (unterer  Teil  der  Dar‐
stellung)  interagieren  die  Sekundärelektronen  oder 
Photonen  (hier ein Sekundärelektron) direkt mit der 
DNA.  Bei  dicht  ionisierender  Strahlung  überwiegen 
direkte  Strahleneffekte,  bei  dünn  ionisierender 




Sekundärelektronen  abgegeben  wird,  treten  lokale  Anhäufungen  von  Radikalen  auf.  Diese 
bezeichnet man als Spurs und Blobs (Ward 1990). Bei Röntgen‐ und γ‐Strahlung wird 95% der 
absorbierten Energie  in Form von Spurs deponiert. Diese beinhalten bis zu 100 eV an Energie 

















Abb.  2.4:  Schematische  Darstellung 
einer  Locally  Multiply  Damaged  Site 
(LMDS) 
Die  Energie  von  IR  wird  in  Form  von 
entstehenden  Spurs  und  Blobs  entlang 
der Bahnspur eines geladenen Teilchens 
deponiert. Treten diese  in der Nähe der 
DNA  auf,  so  kommt  es  zu  zahlreichen 
Ionisationen  innerhalb  eines  bestimm‐
ten  Bereichs  der  DNA,  so  dass  viele 
Schäden  auf  eng  begrenztem  Raum 
auftreten. Die  räumlichen Ausmaße der 
ionisierten  Bereiche  sind  dabei  ver‐




Schäden  in Form  von apurinisierten  Stellen, DNA‐Strangbrüchen oder DNA‐Protein‐Crosslinks 
hinterlassen  (Mello  Filho  &  Meneghini  1984,  Teebor  et  al.  1988).  Berechnungen  und 
Messungen  ergaben,  dass  pro  Gy  Röntgenstrahlung  etwa  2.500‐3.000  Basenschäden,  1.000 
Einzelstrangbrüche  (ESBs)  und  40  Doppelstrangbrüche  (DSBs)  erzeugt werden.  Diese Werte 
variieren jedoch von Quelle zu Quelle (Elkind & Redpath 1977, Dahm‐Daphi et al. 2000, Fisher 
et al. 2007).  
Basenschäden  entstehen  jedoch  nicht  nur  durch  IR,  sondern  auch  durch  UV‐Strahlung  und 
endogene  oxidative  Prozesse.  Diese  treten  dann  in  Form  von  DNA‐Protein‐Vernetzungen, 
deletierten  Basen,  Desaminierungen  oder  Depurinierungen  auf.  Basenschäden  und  ESBs 





oder  Basen  aufweisen  (vgl.  Abb. 2.5).  Klasse II  beinhaltet  ESBs,  bei  welchen  eine 
Phosphatgruppe  fehlt  ohne  weitere  Veränderungen  der  Zucker  oder  Basen.  In  der  dritten 
Klasse von ESBs liegen veränderte Zucker oder Basen vor, entweder mit oder ohne Verlust der 







Abb.  2.5:  Struktur  des  DNA  (Desoxyribo‐
nukleinsäure)–Moleküls 
Die  Molekülstruktur  der  DNA  ist  ein 
HPolymerH  aus  Nukleotiden.  Jedes  Nukleotid 
besteht aus  HPhosphorsäureH bzw. Phosphat, 
dem  HZuckerH  HDesoxyribose H  sowie  einer 
Hheterozyklische Hn  Base.  Die  Desoxyribose‐ 
und Phosphorsäure‐Untereinheiten sind bei 
jedem  Nukleotid  gleich.  Sie  bilden  das 
Rückgrat des Moleküls.  Einheiten  aus Base 
und  Zucker  (ohne  Phosphat)  werden  als 
HNukleosideH bezeichnet. Der schwarze Kreis‐






schädigt,  sodass auf beiden Seiten ESBs entstehen, kommt es  zu einem DSB  (Friedland et al. 
1999). Da  sich  ESBs  selten direkt  gegenüberliegen,  sondern meist örtlich etwas  voneinander 
versetzt  sind, besitzen die entstehenden DSBs meistens keine glatten Enden,  sondern Enden 
mit einzelsträngigen Überhängen oder Basen‐ und Phosphatgruppen‐Modifikationen. Oftmals 
fehlt  auch  die  3‘‐OH‐Gruppe.  Brüche mit  diesen  Bruchenden werden meist  als  „komplexe” 
Brüche bezeichnet.  
DSBs bilden  in Bezug auf das Zellüberleben die gravierendsten DNA‐Läsionen und können  zu 






bination  zwischen  homologen  Chromosomen während  der Meiose  (Keeney  &  Neale  2006). 
Weiterhin kommt es durch die Bildung metabolischer Nebenprodukte (reactive oxygen species 
=  ROS) während  der  zellulären  Atmung  zu  Basen‐  und  Nukleotidschäden,  die während  der 
Replikation zu DSBs  führen können  (Dahm‐Daphi et al. 2000). Auch mechanischer Stress, der 
auftreten  kann  wenn  dizentrische  Chromosomen  während  der  Mitose  zu  den 








Arzneimittel.  Sie  dienen  dazu,  in  bildgebenden  Verfahren  der  Medizin  die  Darstellung  von 
Strukturen und Funktionen des Körpers mit ähnlicher Röntgendichte zu verbessern und werden 
vor  allem  in  der  Röntgendiagnostik,  der  Magnetresonanztomographie  (MRT)  sowie  der 
Sonographie  eingesetzt.  Dabei  werden  jod‐  und  bariumhaltige  KM  in  der 
Computertomographie  (CT),  gadoliniumhaltige  KM  in  der  Magnetresonanztomographie  und 
Mikrobläschen in der Ultraschalluntersuchung verwendet.  
2.2.1 Physikalische Wirkung von KM während der Bestrahlung 
In  der  diagnostischen  Radiologie  werden  bei  der  Bestrahlung  mit  Röntgenstrahlung 
üblicherweise Photonenenergien eingesetzt, die bei ca. 100 keV  liegen. Dies  stellt  jedoch nur 
die maximal auftretende Photonenenergie dar. Das Energiemaximum liegt hierbei niedriger. In 
diesem  Energiebereich werden  jeweils  ca.  50%  der  deponierten  Energie  in  der Materie  von 
Photo‐ bzw. Comptonelektronen verursacht. Bei höheren Photonenenergien verschiebt sich das 
Verhältnis  hin  zu  einer  vermehrten  Entstehung  von  Comptonelektronen  (Glocker  & 
Macherauch 1971). Die beiden Absorptionseffekte unterschieden sich nicht wesentlich in ihrer 
strahlenbiologischen  Wirkung,  da  bei  beiden  Effekten  die  Photonenenergie  in  kinetische 
Energie von Sekundärelektronen umgewandelt wird.  
Röntgenstrahlung  wird  beim  Durchgang  durch  Materie  durch  Absorption  exponentiell 
geschwächt. Die Absorption ist hierbei zu der Dicke, der Dichte, der Ordnungszahl (Z) sowie den 
Elementen des Gewebes direkt und zur Energie der Röntgenstrahlen indirekt proportional. Die 
Materialkonstanten  Dichte  und  Ordnungszahl  werden  häufig  auch  unter  dem  Begriff 
„Röntgendichte“  eines  Stoffes  zusammengefasst.  Da  die  Abhängigkeit  der  durch  den 
Photoeffekt  deponierten  Energie  in  Form  von  Sekundärelektronen  von  der  mittleren 
Ordnungszahl  (Z)  des  absorbierenden  Gewebes  sehr  hoch  ist  (~Z4),  werden  in  der 
diagnostischen  Radiologie  (wie  z. B.  der  CT)  Photonenenergien  verwendet,  bei  denen  sich 
Photo‐ und Comptoneffekt die Waage halten. Die Ordnungszahlen der wichtigsten  im Körper 
vorkommenden Elemente  reichen von Z = 1  (Wasserstoff, H) über Z = 6  (Kohlenstoff, C), Z = 7 
(Stickstoff, N), Z = 8 (Sauerstoff, O) bis hin zu Z = 20 (Calcium, Ca). Geordnet nach aufsteigender 
Röntgendichte  absorbiert  demnach  im  Körper  vorhandene  Luft  keine  Röntgenstrahlung, 
während Fettgewebe bereits eine geringe Absorption aufweist, gefolgt von parenchymatösem 
Gewebe  und  Knochen  mit  der  höchsten  Röntgendichte  (www.rad.rwth‐
aachen.de/lernprogramm/grd.htm).  Die  Wirkung  von  jodhaltigen  KM  besteht  darin,  die 
Absorption der Röntgenstrahlung, welche nach dem Durchstrahlen des untersuchten Gewebes 





struktureller  (morphologischer)  und  funktioneller  (physiologischer) Natur  gewonnen werden 
können.  Bildhaft  zeigt  sich  dies  in  unterschiedlich  hellen  Bereichen  auf  einem  CT‐Bild.  Die 
Erklärung für die Helligkeitsunterschiede zwischen Orten verschiedener Röntgendichte  liegt  in 
der computergestützten Berechnung eines CT‐Bildes.  
In der CT wird der Körper  in  Schichten eingeteilt, welche wiederum  aus Volumenelementen 
(Voxel) bestehen. Um ein Bild zu erzeugen, wird die Schwächung von Röntgenstrahlung durch 
das Gewebe unter verschiedenen Einstrahlwinkeln gemessen. Die Schwächung eines jeden Vo‐




der  CT  allgemein  verwendeten  relativen  Schwächungskoeffizienten  µrel  sind  auf  den  Schwä‐
chungskoeffizienten von Wasser bezogen. Sie werden als Hounsfieldeinheiten (HE) bezeichnet 
und  in der willkürlich bestimmten Hounsfield‐Skala  in Grautönen dargestellt. Dabei entspricht 
Wasser  einer HE  von  0  und  Luft  einer HE  von  1.000  (Bohndorf &  Richter  1992, Morneburg 
1995).  






Körpers  an, werden  im CT‐Bild  konzentrationsabhängige Unterschiede  in der Absorption der 
Röntgenstrahlung  angezeigt. Orte mit  höheren  Konzentrationen  an  KM  und  damit  höherem 
mittleren Z absorbieren die Strahlung stärker als Orte mit niedrigerer Konzentration an KM und 
damit kleinerem mittleren Z und erscheinen damit auf dem CT‐Bild heller (Elke et al. 1992). Der 




Lösungen) oder werden bei  Lymphografien  (ölige  Jodverbindungen) eingesetzt. Zum anderen 
sind wasserlösliche KM zu nennen. Diese sind Salze der Trijod‐Benzoesäure und werden  intra‐
vaskulär gespritzt. Sie dienen zur Darstellung der Nieren, ableitender Harnwege  (Urographie), 










Lösungen  an  jodhaltigen  Molekülen  mit  niedrigem  Molekulargewicht.  Diese  lassen  sich  in 
ionische  und  nicht‐ionische  Mono‐  und  Dimere  unterscheiden.  Dabei  gibt  die  Anzahl  an 
Benzenringen  ihren  jeweiligen  Status  als  Mono‐  oder  Dimer  wieder.  Weitere  relevante 
Merkmale  von  KM  sind  die  Viskosität,  elektrische  Ladung, Osmolalität,  Hydrophilie  und  die 
Molekültoxizität.  
Die Viskosität eines KM hängt  von der  Form des Moleküls, der Anzahl der OH‐Gruppen, der 
Konzentration  und  der  Temperatur  ab, was  vor  allem  beim Handling während  der Untersu‐
chung eine Rolle spielt. Die Osmolalität ist durch die Konzentration der im Lösungsmittel gelös‐
ten KM‐Moleküle gekennzeichnet. Die Hydrophilie wird durch die Anzahl an OH‐Gruppen, de‐






Auch wenn die Anwendung  bei  bildgebenden Verfahren Routine  ist  und  KM medizinisch  als 
sicher  eingestuft  werden,  kann  es  nach  der  Anwendung  dennoch  zu  unerwünschten 
NNebenwirkungen kommen. Hierbei sind nicht‐ionische KM mit nur 2 bis 17% an auftretenden 
Nebenreaktionen  verträglicher  als  ionische mit 9 bis  54%  (Thomsen & Dorph  1993). Bei der 
Verträglichkeit  stellt  z. B. die Osmolalität einen wichtigen  Faktor dar. Da die Osmolalität  von 
Blutplasma bei 290 mosm pro ml  liegt, kann es bei einer Verteilung von Substanzen mit einer 
wesentlich  höheren  Osmolalität  zum  Einstrom  physiologischer  Gewebsflüssigkeit  in  das 
Gefäßsystem  kommen.  Dies  belastet  das  Herz‐Kreislaufsystem.  Neben  vorhersagbaren 
toxischen  Reaktionen  können  auch  unvorhersehbare  Nebenreaktionen  auftreten,  welche 





verwendeten  KM mit  den Wirkstoffen  Iopromid  (Ultravist®,  Schering,  Berlin)  und  Iomeprol 






die  Osmolalität  (0,52  mosm  pro  kg  H2O  gegenüber  0,61  mosm  pro  kg  H2O)  als  auch  die 
Viskosität (4,5 mPa*s gegenüber 5,1 mPa*s (bei 37°C)) sind für Iomeprol jedoch geringer als für 
Iopromid  (Gallotti et al. 1994, Speck 1999). Während bei der Applikation  für beide KM keine 
oder  geringfügige  Effekte  auf  das  kardiovaskuläre  System  sowie  die  Erythrozyten  und 
Thrombozyten  festgestellt werden konnten, traten bei 2 bis 8% der Patienten nach Gabe von 
Iopromid bei unterschiedlichen Röntgenuntersuchungen Nebenwirkungen auf  (Piechaud et al. 
1997,  Sahin  et  al.  1998, Albrecht  et  al.  1999). Die  Literaturangaben  für  Iomeprol differieren 

























Zeitverlaufskurven  für  die  Kontraststeigerung 
in  Form  von  Hounsfieldeinheiten  (HE,  hier 
Hounsfield  Unit  =  HU)  in  der  Aorta  und  der 
Leber.  In der  Injektionsphase  (1) wird das KM 
in  das  Blutkompartiment  injiziert.  Danach 
erfolgt  die  Verteilung  im  Blutkompartiment 
und  im  Interstitium  der  gut  durchbluteten 
Organe wie  Leber, Milz und Nieren  (2).  In  (3) 
erreicht die Verteilung  langsam  auch  schlecht 
erreichbare  Kompartimente  wie  die  Skelett‐
muskeln  und  schlecht  durchblutetes  Fettge‐
webe.  Die  höchste  KM‐Konzentration wird  in 
diesem  Beispiel  in  der  Aorta  nach  ca.  30 s 
erreicht, während  diese  in der  Leber  erst  am 
Ende der Phase  (2) erreicht wird  (Quelle: Bae 
et al. 1998). 
In  dieser  Injektionsphase  (= Phase 1  in  der  dargestellten  Kinetik)  wird  der  höchste 
Konzentrationspeak  idealerweise  in  der  Aorta  erreicht.  Dieser  Peak  steigt  jedoch  durch 
kumulative Effekte mit Fortschreiten der Injektion weiter an und erreicht an deren Ende seinen 
höchsten Wert. Die Zeit bis zur höchsten Konzentration hängt hierbei direkt von der Injektions‐




(meist  Bindegewebe)  bezeichnet.  Darin  verlaufen  die  Versorgungsbahnen  der  Organe 
(Blutgefäße  und  Nerven).  Die  Zellzwischenräume  werden  von  der  sogenannten 
HInterstitialflüssigkeit H  ausgefüllt.  In  der  letzten  Phase 3  erreicht  die  Verteilung  langsam  auch 
schlecht  erreichbare  Kompartimente  (z. B.  die  Skelettmuskeln  und  schlecht  durchblutetes 
Fettgewebe). Auch wenn in dieser Zeit eine renale Ausscheidung des KM stattfindet, so verläuft 









Neben Untersuchungen  zu  klinischen Nebenwirkungen existieren  auch  solche  zum Auftreten 
von DNA‐Schäden nach Gabe von  jodhaltigem KM alleine oder  in Kombination mit Röntgen‐
strahlung.  Hierzu  wurden  Chromosomenaberrationen  und  Mikrokerne  in  unterschiedlichen 
Zellsystemen untersucht (Matsudaira et al. 1980, Hadnagy et al. 1982, Matsubara et al. 1982). 
Es zeigte sich, dass bei Lymphozyten, denen KM in vitro vor der Bestrahlung mit diagnostischer 
Röntgenstrahlung  zugegeben  wurde,  die  Anzahl  an  Chromosomenaberrationen  und  an 
Mikrokernen mit steigender KM‐Konzentration signifikant anstieg. Dies stand  im Gegensatz zu 
Lymphozyten, die ohne Zugabe von KM bestrahlt wurden. Dieser Effekt war interessanterweise 
nicht  mehr  zu  beobachten,  als  durch  in vitro‐Bestrahlung  mit  60Cobalt‐γ‐Strahlung  die 
verwendete  Photonenenergie  stark  erhöht wurde  (Matsudaira  et  al.  1980, Matsubara  et  al. 
1982, Santos Mello et al. 1983). Weiterhin führte eine Zugabe von KM in vitro ohne Bestrahlung 
nicht zu einer Erhöhung der Anzahl an Chromosomenaberrationen (Hadnagy et al. 1982).  
Der  genannte  KM‐Effekt  konnte  ebenfalls  in vivo  an  Patienten,  die  eine  diagnostische 
Röntgenuntersuchung durchliefen,  in Form von Chromosomenaberrationen und Mikrokernen 
nachgewiesen werden (Adams et al. 1978, Norman et al. 1978, Matsubara et al. 1982). Hierbei 





KM  über  das  aufgrund  der  applizierten  Dosis  zu  erwartende  Maß  hinaus  an  (Stephan  & 
Hadnagy  1981).  Ein  direkter  Vergleich  der  Anzahl  an  Chromosomenaberrationen  in 
Lymphozyten nach einer CT‐Untersuchung des Kopfes zwischen Patienten ohne und mit Gabe 
von  KM  vor  der  Untersuchung  erbrachte  ebenfalls  einen  signifikanten  Anstieg,  wenn  KM 
verwendet  wurde.  Dagegen  unterschieden  sich  die  nativ  bestrahlten  Patienten  nicht  von 
unbestrahlten Kontrollen (Mozdarani & Fadaei 1998).  
Obwohl diese Beobachtungen bereits seit mehreren Jahrzehnten gemacht werden, sind deren 
Ursachen  bis  heute  unklar.  Erklärungsversuche  schließen  u. a.  einen  höheren  initialen  DNA‐
Schaden nach Bestrahlung ein, der durch die Anwesenheit von KM während der Bestrahlung 



























Proteine,  welches  aktiviert  wird,  ist  ATM  (ataxia  telangiectasia  mutated).  ATM  gehört  zur 
Gruppe der Phosphatidylinositol 3‐Kinase‐ähnlichen Proteinkinasen (PIKK) und  liegt  in nichtak‐
tiviertem  Zustand  als  Dimer  vor  (Falck  et  al.  2005,  You  et  al.  2005).  Es  wird  durch 
Autophosphorylierung  aktiviert,  wodurch  die  Dimere  voneinander  dissoziieren.  In  diesem 
Zusammenhang wird diskutiert, ob die Aktivierung von ATM durch strukturelle Veränderungen 
des Chromatins erfolgt, welche nach einem DSB auftreten (Bakkenist & Kastan 2003).  
Die  aktivierten  ATM‐Monomere  phosphorylieren  daraufhin H2AX  innerhalb  von  ein  bis  drei 
Minuten nach Bestrahlung zu γH2AX  (Rogakou et al. 1999). H2AX  ist eine Histonvariante von 
H2A und  in Hefen,  in Drosophila,  in Xenopus und  in Säugern hochkonserviert. Bei Säugern er‐
folgt die Phosphorylierung am Ser139, bei Hefen am Ser129. Dies ist dabei nicht auf den Scha‐














MDC1 bindet unmittelbar  an  γH2AX und  interagiert  auch direkt mit dem MRN‐Komplex. Die 
Aufrechterhaltung  dieses  Komplexes  am  Bruchort  benötigt  die  direkte  Bindung  von  dessen 
Komponente Nbs1  an MDC1. Dieser Vorgang  ist  für die Erkennung  von  γH2AX entscheidend 
(Stucki et al. 2005). Daraufhin vermittelt MDC1 die Rekrutierung und Bindung von 53BP1 an 
den  Bruch  (Ward  et  al.  2003,  Bekker‐Jensen  et  al.  2006).  Diese  Ereignisse  ermöglichen  die 
Rekrutierung  weiterer  ATM‐Moleküle,  welche  wiederum  weitere  H2A‐Moleküle 





die Homologe Rekombination  (HR). Das NHEJ  ist der Hauptreparaturmechanismus für DSBs  in 
mehrzelligen Eukaryoten. Er beruht auf der Verknüpfung freier DNA‐Enden. Besonders wichtig 
ist das NHEJ für die Reparatur von spontanen und IR‐induzierten DSBs in der G0‐ und G1‐Phase 





















Proteine  und  Enzyme  erkennen  DNA‐Enden  eher  an  ihrer  Struktur  als  an  ihrer  Sequenz, 







asymmetrischen Ring  um  die DNA‐Helix  (Abb. 2.9). Dieser Ring  bedeckt hierbei  16  bis  18 bp 
(Walker  et  al.  2001).  Danach  rekrutiert  das  Ku70/Ku80‐Heterodimer  die  katalytische 
Untereinheit der DNA‐PK an den Bruch. Es folgt eine Autophosphorylierung bestimmter Cluster 
von  Serin‐  und  Threoninresten  (Ding  et  al.  2003,  Reddy  et  al.  2004,  Chen  et  al.  2007). 
Untersuchungen  mittels  ultraviolettem  Crosslinking  lassen  vermuten,  dass  die  daraufhin 
durchgeführte Konformationsänderung der katalytischen Untereinheit der DNA‐PK dazu führt, 
dass der Ku70/Ku80‐Komplex  ins  Innere  in Richtung des  intakten DNA‐Strangs wandert. Hier‐
durch werden die DNA‐Enden  für die Bindung weiterer Reparaturfaktoren wie  z. B.  Ligase IV 
(LigIV) und XRCC4 frei (Yoo & Dynan 1999).  
 
Abb.  2.9:  Schematischer  Ablauf  des  Nichthomologen 
Endjoinings (NHEJ) 
Beim NHEJ werden  die DNA‐Enden  zunächst  vom  Ku70/Ku80‐
Heterodimer  gebunden,  welches  anschließend  DNA‐PKCS,  die 
katalytische Untereinheit der DNA‐PK,  rekrutiert. Das  entstan‐
dene  Holoenzym,  die  DNA‐PK,  rekrutiert  daraufhin  den  Li‐
gase IV‐Komplex,  welcher  aus  Ligase IV,  XRCC4  und 
Cernunnos/XLF  besteht.  Diese  beiden  Kernkomponenten  des 
NHEJ  ligieren anschließend zusammen die DNA‐Enden  (Quelle: 
Helleday et al. 2007). (Helleday et al. 2007) 










sodass  es  zu  einer  stabilen  Bindung  zwischen  diesen  beiden  Kernkomponenten  des  NHEJ 
kommt  (Hsu  et  al.  2002).  Der  so  entstehende  Komplex  ist  für  die  anschließende 
Bruchversiegelung verantwortlich (Drouet et al. 2005).  
Seit  2003  ist  Cernunnos/XLF  (XRCC4‐like  factor) als  neuer  Faktor  des NHEJ  bekannt,  der  zu‐
nächst  im  Zusammenhang  mit  einem  Patienten  mit  novel  SCID  (severe  combined 
immunodeficiency)  beschrieben wurde  (Dai  et  al.  2003). Die  bestehende  Strahlensensitivität 
und der Defekt  in der V(D)J‐Rekombination, bei welcher das NHEJ ebenfalls eine Rolle spielt, 
konnten mit Cernunnos/XLF  in Verbindung gebracht werden. Dieses weist eine ähnliche Pro‐
teinstruktur wie XRCC4 auf und  liegt  im gleichen Komplex vor. Es wird vermutet, dass es  im 
frühen NHEJ‐Prozess eine Rolle spielt und zusätzlich im weiteren Verlauf Lig IV stimuliert (Buck 
et al. 2006, Yano et al. 2008).  
Die  Anwesenheit  der  Kernkomponenten  reicht  aus,  um  kompatible  oder  glatte  DNA‐Enden 
korrekt  zu  verbinden  (van  Heemst  et  al.  2004).  Oftmals  besitzen  die  Bruchenden  jedoch 









zu  schneiden.  Außerdem  prozessiert  Artemis  einzelsträngige  Enden mit  beschädigten  Basen 
oder Zuckern (Moshous et al. 2001, Ma et al. 2002). Artemis wurde bisher sowohl als Exo‐ als 













DSBs  anhand  der  homologen  Sequenzen  der  Schwesterchromatiden  oder  der  homologen 
Chromosomen  repariert.  Geschädigte  oder  verloren  gegangene  Sequenzinformationen  am 
Bruch werden bei diesem Prozess resynthetisiert. Die Faktoren der HR sind die Komponenten 
der  Rad52‐Epistasisgruppe.  Dazu  gehören  die  Homologen  der  Sacharomyces  cerevisiae‐Pro‐
teine Rad51, Rad52 und Rad54 sowie die Rad51‐Paraloge XRCC2, XRCC3, Rad51B, Rad51C und 
Rad51D (Symington 2002, Thompson & Schild 2002).  
Der  erste  Schritt  der  HR  ist  die  Rekrutierung  des  MRN‐Komplexes  (Paull  &  Gellert  1998) 
(Abb. 2.10).  Hierbei  werden  Mre11  und  Nbs1  von  ATM  phosphoryliert,  wodurch  die 
Nukleaseaktivität von Mre11 verändert wird (Gatei et al. 2000, Costanzo et al. 2004). Mre11 ist 
an  der  anschließenden  Resektion  des  Stranges  beteiligt,  hierbei  gibt  es  jedoch  auch  andere 
Nukleasen (Trujillo et al. 1998, Gravel et al. 2008). Die dadurch entstehenden einzelsträngigen 
Bereiche werden anschließend mit RPA  (human single strand binding protein) besetzt, um sie 




Abb.  2.10:  Schematisches  Modell  der  Homologen 
Rekombination (HR) 
Die  Erkennung  und  Prozessierung  des  DSBs  erfolgt 




vasion  des  Nukleoprotein‐Filaments  in  den  DNA‐
Doppelstrang  der  als  Template  benutzten  Chroma‐
tide. Nach Verlängerung des 3‘‐Endes der geschädig‐
ten  DNA  erfolgt  die  Reparatur  durch  Ligation  der 
Enden  und  Auflösung  der  Doppel‐Holliday‐Struktur 
(Quelle: Pardo et al. 2009). (Pardo et al. 2009)). 
Rad51  funktioniert als  langes helikales Polymer, welches  sich um die DNA windet und  so ein 





gruppe  katalysieren  die Homologiesuche  und  anschließende  Stranginversion  des Nukleopro‐











Mäuse  besitzen  aufgrund  der  Tatsache,  dass  sie  Säugetiere  sind,  ähnliche  DNA‐
Reparaturmechanismen wie der Mensch. Es gibt Knockout‐Mäuse  für viele Komponenten der 
DNA‐Schadensantwort.  Diese  sind  auch  bei  Defekten  in  wichtigen  Komponenten  der  DNA‐
Reparatur im Gegensatz zum Menschen oft noch lebensfähig. Dadurch ließen sich bisher in der 
wissenschaftlichen Analyse der Reparaturwege wie NHEJ und HR aus diesen Mäusen wertvolle 









schränkte Ausreifung  der  B‐  und  T‐Lymphozyten  aus. Diese  basiert  auf  einem Defekt  in  der 
V(D)J‐Rekombination, einem Prozess zur Ausdifferenzierung und Bildung von Immunglobulinen, 
die  von  den  B‐Lymphozyten  hergestellt  werden,  und  zur  Bildung  von  T‐Zellrezeptoren. 















der  Immunglobuline  und  T‐Zell‐Rezeptoren  zufällig miteinander  kombiniert  werden.  Hierfür 
müssen Gensegmente, welche für die Variable (V)‐, Diversity (D)‐ und Joining (J)‐Segmente der 
Ketten kodieren, umgruppiert und die dazwischen  liegenden nicht‐kodierenden Signalsequen‐





Bei  der  V(D)J‐Rekombination  nehmen  die  Genpro‐
dukte  der  Rekombinase‐aktivierenden  Gene,  RAG 1 
und  RAG 2,  eine  entscheidende  Rolle  beim  Schnei‐




zeptoren  (coding ends) gebildet. DNA‐PK  ist  zusam‐
men mit anderen Reparaturfaktoren  für die Bildung 





hang  spielt  die DNA‐PK  eine  essentielle  Rolle  bei  der  Bildung  eines  Exons  durch Wiederver‐
knüpfung der coding ends (Lewis 1994, Gellert 2002, Perryman 2004).  
DNA‐PKCS‐defiziente Mäuse sind  immundefizient, da zwar die Bildung des signal  joints normal 
ablaufen  kann,  die  des  coding  joints  und  damit  die  Wiederverknüpfung  der  kodierenden 
Sequenzen  jedoch  beeinträchtigt  ist  (Lieber  et  al.  1988,  Blackwell  et  al.  1989).  Es  wurde 
weiterhin  beobachtet,  dass  SCID‐Mäuse  nach  Bestrahlung  lymphoide  Tumore  der  T‐Zellen 
entwickeln, was auf eine erhöhte  Strahlenempfindlichkeit hindeutet  (Lieberman et al. 1992). 
Dies wird von Daten aus Überlebensexperimenten mit murinen Knochenmarkszellen gestützt. 
Diese  zeigten  ebenfalls,  dass  diese  Zellen  eine  hohe  Strahlenempfindlichkeit  aufweisen. 







Ku‐Protein,  aber  keine  funktionelle  DNA‐PKCS  besitzen,  wodurch  die  DNA‐PK‐Aktivität  stark 
eingeschränkt  ist  (Blunt et al. 1996, Araki et al. 1997). Dies verstärkt das Bild, dass DNA‐PKCS 
wichtig  für  eine  uneingeschränkte  Funktion  der  DNA‐PK  ist,  welche  wiederum  eine  hohe 
Bedeutung für die Reparatur von strahleninduzierten DSBs besitzt.  
BALB/c‐Mäuse entwickeln eine Reihe von unterschiedlichen spontanen sowie strahleninduzier‐









Mutation  im Prkdc‐Gen bei diesem Mausstamm  anders  gestaltet  ist  als bei  SCID‐Mäusen. Es 
liegen hierbei zwei unterschiedliche Polymorphismen  in der kodierenden Sequenz vor, welche 
jeweils  einen  Austausch  von  zwei  Aminosäuren  zur  Folge  haben.  Dies  trägt  neben  einer 
erhöhten  Strahlenempfindlichkeit  zusätzlich  zu  einer  genomischen  Instabilität  in 
präneoplastischen Brustepithelien bei, sodass weibliche BALB/c‐Mäuse empfindlich gegenüber 
der strahleninduzierten Entstehung von Brustkrebs sind (Yu et al. 2001). Beim Auftreten einer 
großen  Anzahl  strahleninduzierter  DSBs  führt  dies  zu  einer  leicht  verminderten 







zerebrale  Ataxie,  eine  Immundefizienz  sowie  eine  Prädisposition  für  maligne  Erkrankungen 
(speziell Lymphome) charakterisiert (Swift 1990). Das Krankheitsbild wurde in den 1970er Jah‐
ren entdeckt, als man beobachtete, dass Fibroblasten von Patienten mit A‐T sensitiv gegenüber 













der  DSB‐Erkennung  erklären.  Untersuchungen  an  primären  Zellen,  die  von  ATM‐defizienten 
Mäusen  generiert  wurden,  zeigten,  dass  diese  nicht  in  der  Lage  sind  einen  Teil  der  IR‐















Ungefähr 1% aller Zellen  im menschlichen Organismus wird  jeden Tag von  ionisierenden Teil‐
chen und Strahlung, welche aus dem Weltall kommen, getroffen. Zusätzlich sind Menschen der 
Strahlung  radioaktiver  Stoffe, welche  natürlich  in  der  Erdkruste  auftreten,  ausgesetzt. Man 
spricht  hierbei  von  der  sogenannten  ‚natürlichen  Hintergrundstrahlung‘.  Die  Dosis  der 
natürlichen  Hintergrundstrahlung  beträgt  auf  der  Erde  ca.  0,01 mSv  pro  Tag.  Astronauten 
erhalten demgegenüber auf einer Raumstation eine etwa zehnmal höhere Dosis von 1 mSv pro 
Tag  (Lyndon  2002)  (weitere  Beispiele  für  applizierte  Dosen  sind  in  Tabelle  2.1  angegeben). 
Durch  Hintergrundstrahlung werden  ROS  erzeugt, welche  per  Zufallsprinzip  Zellbestandteile 
schädigen, darunter auch die DNA (Riley 1994).  
Es ist allgemein bekannt, dass hohe Dosen ab 150 mSv an IR die Entstehung von Krebs fördern 

























den Ergebnissen epidemiologischer  Studien. Die größte  Studie  zur Wirkung  von Dosen unter 
500 mSv  wurde  an  50.000  Überlebenden  der  Atombombenabwürfe  von  Hiroshima  und 
Nagasaki/Japan durchgeführt. Die mittlere Dosis bei dieser Gruppe  lag bei 200 mSv, bei über 
50% der exponierten Individuen wurden Dosen von unter 50 mSv appliziert. Die Kategorie der 
Individuen  mit  Dosen  von  5 mSv  bis  125 mSv  zeigte  hierbei  eine  signifikante  Steigung  der 
Krebssterblichkeit  durch  solide  Tumoren  (Pierce  &  Preston  2000,  Preston  2003).  Insgesamt 
wurde  in dieser Kohorte u. a. das Auftreten von 7.000 soliden Tumoren über eine Zeitspanne 
von 47 Jahren untersucht. 
Die Überlebenden  der Atombombenabwürfe  auf Hiroshima  und Nagasaki  dienten  bisher  als 
Hauptquelle  für die Risikoabschätzung von Strahlendosen und die Festlegung eines Standards 










definierten  Zeitspanne  abgegebenen  Dosis,  eine  Rolle.  Bei  niedrigen  Dosisleistungen  und 















nötig,  die  zuverlässigen Daten  von  höheren Dosen  auf  niedrige Dosen  zu  extrapolieren. Das 
führende Modell  für  die  Abschätzung  des  Krebsrisikos  ist  bis  heute  das  linear  no‐threshold‐
Modell (LNT) (Brenner et al. 2003, Preston 2003) (Abb. 2.12).  
 
Abb.  2.12:  Schematische  Darstellung  des 
linear no‐threshold‐Modells (LNT‐Modell) 
Das LNT‐Modell nimmt eine lineare Beziehung 
zwischen  Dosis  und  Krebsrisiko  an,  sodass 
jede  Dosis  potenziell  krebserregend  ist.  Ver‐
schiedene  Phänomene  wie  Hormesis, 
Adaptive  Response,  Bystander‐Effekt  oder 
Low‐dose hyper‐radiosensitivity  lassen  jedoch 












von  20 mSv  aus  und  berücksichtigte  dabei  eine  Latenzzeit  von  5 Jahren  nach  Bestrahlung 
(Dropkin  2007).  Das  Ergebnis  war  ein  über  das  auf  der  Grundlage  des  LNT‐Modells  zu 
erwartende  Maß  hinausgehende  Auftreten  von  Tumoren,  sodass  nach  dieser  Studie  das 
Krebsrisiko bei Dosen von 20 mSv von dem LNT‐Modell unterschätzt worden wäre.  









einer  verbesserten  DSB‐Reparatur  (Tapio  &  Jacob  2007).  Dieses  Phänomen  wurde  sowohl 
in vivo als auch  in vitro für Hoch‐ (Gajendiran et al. 2001, Sawant et al. 2001) und für Niedrig‐
LET‐Strahlung  (Shadley  &  Wiencke  1989,  Azzam  et  al.  1994)  nachgewiesen.  Die  hierbei 
verwendeten Untersuchungsmethoden  schlossen u. a. Tierüberlebensexperimente  (Yonezawa 
et al. 1990,  Ito et al. 2007), Messung chromosomaler Aberrationen (Shadley & Wiencke 1989, 






sogar  unter das Niveau des normalen Risikos  verringert  (Feinendegen  2005).  Experimentelle 
und  epidemiologische  Studien  stützen  diese  Theorie  und  sagen  eine  geringere  Krebswahr‐
scheinlichkeit nach niedrigeren Dosen voraus, als man durch  lineare Extrapolation bei hohen 
Dosen entsprechend dem LET‐Modell erwarten würde. Ein Beispiel hierfür sind die als „healthy 
workers“  bekannt  gewordenen  Nukleararbeiter,  welche  arbeitsbedingt  einem  kleinen  Viel‐
fachen der natürlichen Hintergrundstrahlung ausgesetzt sind. Die Krebsmortalität dieser Arbei‐
ter erwies  sich als 15 bis 20% geringer als die  in der allgemeinen Bevölkerung  (Kendall et al. 
1992).  
Nach Applikation von Niedrigdosen wurden jedoch auch gegenteilige Beobachtungen gemacht, 













Ein weiteres  Phänomen  beschreibt  den Umstand,  dass  Zellen  in  der G2‐Phase  bei  niedrigen 
Dosen eine über das zu erwartende Maß hinaus gesteigerte Sensitivität aufzeigen  ‐ das soge‐
nannte Low‐dose hyper‐radiosensitivity. Dieses Phänomen zählt ebenfalls zu den Non‐targeted‐






grund  der  gesteigerten  Strahlenexposition  in  der  medizinischen  Diagnostik,  bei  bemannten 
Raumflügen, durch den beruflichen Kontakt mit Strahlung  in Kernkraftwerken und bei der Be‐










kann  verschiedene Ursachen haben.  Eine Ursache  liegt darin, dass die  Telomere  sich  in den 
meisten  humanen  Zellen mit  der  steigenden  Anzahl  an  Replikationen  durch  das  Fehlen  des 
Enzyms Telomerase immer weiter verkürzen. Die Verkürzung der Telomere führt wiederum zur 
Aktivierung  von  Signalkaskaden, welche  die  Zelle  in  einen Ruhezustand übergehen  lässt.  Ein 
anderer  Grund  ist,  dass  durch  oxidativen  Stress  verursachte  DNA‐Schäden  in  den  Telomer‐
regionen weniger effektiv repariert werden wie  im restlichen Genom, was ebenfalls zu einem 
Verlust an DNA in diesen Regionen führt (von Zglinicki 2002).  






somatischen  DNA‐Schädigungen  führen,  welche  wiederum  in  verschiedenen  Endpunkten 
gipfeln.  Dabei  kann  es  zu Mutationen  oder  aufgrund  einer  fehleranfälligen  Reparatur  oder 
Replikation zu Problemen in der Transkription kommen.  
Untersuchungen  zum  gehäuften  Auftreten  von Mutationen wurden  bisher  sowohl  an Men‐
schen als auch an Mäusen durchgeführt (Dempsey et al. 1993, Finette et al. 1994). Studien an 
Herzzellen  gealterter Mäuse  ergaben,  dass Mutationen  zu  einer  veränderten Genexpression 
führen (Bahar et al. 2006). Dabei fiel unter der Vielzahl an auftretenden Mutationen ein speziel‐
ler Mutationstyp, die  genomische Umlagerung  auf  (Vijg & Dolle 2002). Diese entsteht durch 










wurde an Neuronen  im Gehirn untersucht  (Vyjayanti & Rao 2006).  In gealterten Fibroblasten 
konnte eine 4,5‐fache Reduktion der NHEJ‐Effizienz beobachtet werde (Seluanov et al. 2004).  










Allgemein  können  diese  durch  fehlerhafte  DNA‐Reparatur  verursachten  somatischen  DNA‐
Schädigungen zum Zelltod durch Apoptose, zu Zellveränderungen (in Form von Krebs im Alter) 
und zu Zellalterung (definiert als Zellen, die sich  in verschiedenen Stadien der Dysfunktion be‐


















deutlich  sichtbaren  Foci  detektiert werden.  Die maximale  Ausprägung  der  Foci wird  hierbei 
nach 10 bis 30 min erreicht.  
Foci,  die  nach  IR  oder  radiomimetrischen  Substanzen  entstehen,  werden  als  IRIFs  (ionizing 
radiation  induced  foci)  bezeichnet  (Shiloh  2003).  Als  Folge  eines  auftretenden DSBs werden 
auch noch zahlreiche weitere Proteine an die Bruchstelle rekrutiert. Zu den Proteinen, die zeit‐
lich als erste an die Bruchstelle rekrutiert werden und dort  in großer Zahl auftreten, gehören 
solche, die  in die Schadenserkennung und  in die Aktivierung der Zellzyklus‐Checkpoints  invol‐
viert sind. Hierzu gehören  in erster Linie die Komponenten des MRN‐Komplexes, ATM, MDC1, 
































Eine  klassische Methode  zur Messung  von  DSBs  ist  die Quantifizierung  von  Chromosomen‐
/Chromatidbrüchen. Die Chromosomen  liegen die meiste Zeit des Zellzyklus  in nicht‐konden‐
sierter Form vor. In der Prophase der Mitose kondensiert das Chromatin, und in der darauffol‐







seit  langem  dafür  bekannt,  die  Zellteilung  zu  hemmen  (Eigsti  &  Dustin  1955).  Colcemid 
(Democolcin)  ist nahe damit verwandt,  jedoch weniger giftig. Es  inhibiert die Polymerisierung 
der  Mikrotubuli  mittels  Bindung  an  der  Grenzfläche  zwischen  α‐  und  β‐Tubulin  (Rieder  & 
Palazzo 1992, Wilson et al. 1999). Eine Alternative zu Colcemid stellt Nocodazol dar, welches an 
β‐Tubulin bindet  (Jordan et  al. 1992). Beide  Substanzen  verhindern  letztendlich die  korrekte 
Ausbildung des Spindelapparates, wodurch die Chromosomen  in der Äquatorialebene verblei‐
ben.  Nach  entsprechender  Präparation  lassen  sich  in  diesen  mikroskopisch  Chromosomen‐
brüche quantifizieren.  
Bei  der  vorzeitigen  Chromosomenkondensation  (premature  chromosome  condensation,  PCC) 
werden Chromosomen unabhängig von der Zellzyklusphase künstlich kondensiert. Diese Tech‐
















bestrahlte  Zellen  vor  der Analyse  nicht  den G2/M‐Checkpoint  überwinden müssen. Dadurch 
findet keine Selektion von Zellen durch den G2/M‐Checkpoint statt.  
Anhand der Quantifizierung von Chromatidbrüchen mittels PCC  lässt  sich wie  in der  IFM das 
Reparaturverhalten  von  Zellen  beobachten. Dabei muss  jedoch  beachtet werden,  dass  nicht 
jeder  DSB  in  Form  eines  Chromosomenbruches  sichtbar  wird,  sondern  nur  jeder  dritte  bis 








mente nach  ihrem Molekulargewicht  aufgetrennt. Dieses Prinzip  gleicht dem der  konventio‐
nellen Gelelektrophorese, bei welcher ein elektrisches Feld angelegt wird, unter dessen Einfluss 





tionellen Gelelektrophorese  ist die Auftrennung nur bis  zu einer  Fragmentgröße  von <20 bis 
50 kbp möglich.  











sondern  auch die Reparatur  (Kuhne et  al. 2004). Hierfür  sind nichtphysiologische Dosen  von 
mehreren Gy notwendig, um eine genügend große Anzahl an DNA‐Fragmenten zur Auftrennung 
zu erhalten. Die aufgetrennten Fragmente sind später als „Schmier“ im Gel sichtbar und können 









DNA‐Doppelstrangbrüche  (DSBs)  sind die  schwerwiegendsten  Läsionen, die nach Bestrahlung 
auftreten können, da hierbei die genetische Information auf beiden DNA‐Einzelsträngen unter‐
brochen wird. Werden DSBs nicht oder nur  fehlerhaft  repariert, kann es  zur Entstehung von 
Mutationen  und  zur  Entartung  von  Zellen  kommen.  Gerade  im  Niedrigdosisbereich  von 
<150 mSv, der auch  in der Radiodiagnostik eine wichtige Rolle spielt, wird die Frage, welchen 
Einfluss IR auf das Krebsrisiko hat, bis heute kontrovers diskutiert. Der Strahlenschutz orientiert 






2.8.1 55BUntersuchungen  zur  Auswirkung  von  Kontrastmittel  auf  die  Entstehung  und 
Reparatur von DSBs durch IR 
Die  diagnostische  Strahlenexposition  ist  die  größte  vom  Menschen  geschaffene  Quelle  für 






















in vitro erhaltenen Ergebnisse auf  ihre Relevanz  in vivo überprüft, und der Effekt des KMs  in 
Patientenstudien  in vivo  untersucht werden. Hierfür  sollte  die  Anzahl  an DSBs mit Hilfe  des 
γH2AX‐IF‐Verfahrens  in Lymphozyten von nativ bestrahlten CT‐Patienten und solchen mit KM‐
Gabe vor CT bestimmt werden. Zur Abschätzung der bei den CT‐Untersuchungen applizierten 






rige Dosen  im Bereich weniger mGy täglich  in der Röntgendiagnostik appliziert werden,  ist es 
von besonderem  Interesse, die physiologische Relevanz der verminderten Reparaturkapazität 
in diesem Dosisbereich auch in einem natürlichen System in vivo zu untersuchen.  
Daher  sollte  im  zweiten  Teil  der  Arbeit  die  DSB‐Reparatur  nach  niedrigen  Dosen  in vivo  im 
Maussystem untersucht werden. Das murine System weist als Säugersystem ähnliche morpho‐
logische  Eigenschaften  und  eine  ähnliche  DSB‐Reparaturmaschinerie  auf  wie  das  humane. 
Darüberhinaus  bietet  es  im Gegensatz  zu  Patientenstudien  den  Vorteil,  dass Ganzkörperbe‐
strahlungen durchgeführt werden können. Hierfür sollte in einem gemeinsamen Projekt mit der 





















137Cäsium‐Quelle          Typ OB29/4, STS Braunschweig  
Deckgläser            Ø 12 mm und 24x60 mm, Roth 
Elektronikrührer          Variomag®, H+P Labortechnik GmbH 
Fluoreszenz‐Mikroskop        Axioplan 2 und Axioobserver, Zeiss 
Invers‐Mikroskop          Eclipse TS 100, Nikon 
Kryoröhrchen            Cellstar®, Greiner bio‐one, 5 ml 
Kühlzentrifuge           5810 R, Eppendorf 
Linearbeschleuniger          Mevatrom MD, Siemens 
Mikroskop‐Kamerasystem        AxioCam MRm, Zeiss 
Monovetten® mit Ammonium‐Heparin    Sarstedt 
Monovetten® mit EDTA K        Sarstedt 
Multi‐Adapter für S‐Monovette®      Sarstedt 
Neubauer‐Zählkammer        Marienfeld 
Objektträger            SuperFrost®, 76x26 mm, Menzel‐Gläser  
Pulsfeld‐Gelelektrophorese‐System      Chef‐DR® ΙΙΙ, BioRad 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml        SafeSeal Tubes, Roth 
Röntgenröhre            MCN 165 / 796704, Phillips 
Sterilwerkbänke          NapFlow, Napco; LaminAir, Holten 
Tischzentrifugen          Heraeus Biofuge pico, Eppendorf 5415C 
Transilluminator          Vilber Lourmat Deutschland GmbH 





Vortexer            Genie 2, Scientific Industries 
Wipptisch            Fröbel Labortechnik 
Zellkulturflasche, klein         TPP, 25 cm2  
Zellkulturflasche, groß         TPP, 75 cm2 
Zellkulturschalen   Nunc, 8,8 cm2 und 21,5 cm2 
6‐Well‐Platten   Nunc 
Zentrifugenröhrchen          TPP, 15 ml und 50 ml 
3.2 Verwendete Chemikalien, Lösungen und Antikörper 
3.2.1 Chemikalien  
10x PBS                PBS Dulbecco Instamed‐Pulver 
Aceton               Roth 
Agarose, Type VII            Sigma 
Aphidicolin              Calbiochem, 1 mg/ml 
Calyculin A              Sigma 100 µg/ml in DMSO 
D‐Mannitol              Sigma 
Ethanol, reinst > 99,8%          Applichem 
Ethanol, vergällt            Roth 
Ethidiumbromid            Roth, 10 mg/ml 
Formaldehyd              Roth, 37%  
Fötales Kälberserum (FCS)          Biochrom 
Gelatine              Sigma 
Giemsa              Sigma Diagnostics, modified,  
(säurefrei für die Histologie) 
0,4% (w/v) in Methanol 
Imeron 300              Bracco, 
0,612 g Iomeprol/ml Lösung 
Jodkonzentration = 300 mg/ml 
KCl                USB 





Lymphozytentrennmedium LSM 1077       PAA Laboratories GmBH, Ficoll 400 
Methanol              Roth 
Minimal Essential Medium (MEM)        Biochrom 
Mounting Medium with DAPI          Vector Laboratories, Vectashield® 
Mounting Medium with DAPI, Hard Set      Vector Laboratories, Vectashield® 
Mounting Medium            Vector Laboratories, Vectashield® 
Na2‐EDTA              Roth 
NaCl                Roth 
N‐Laurosyl‐Sarcosin            Merck 
Non‐essential amino acids (NEAA)        Biochrom 
Penicillin‐Streptomycin          Biochrom 
PronaseE              Merck 
Pulsed Field Certified Agarose          Bio‐Rad Laboratories  
REAL Target Retrieval Solution (10x)        DAKO 
Rosswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI)  Biochrom 
Salzsäure              Roth 
Small DNA Low Melt Spezialagarose        Biozym 
Tris                Roth 
Triton X‐100              Roth 
Tween20              Sigma 
Ultravist 300              Schering,  
0,623 g Iopromid/ml Lösung 
                Jodkonzentration = 300 mg/ml  
Wasserstoffperoxid (30%)          Roth 











PBS                1x PBS  
                In MilliQ 
                pH = 7,0 für Lymphozyten/Gewebe 
PBS/FCS              1x PBS 
                1% FCS (hitzeinaktiviert) 
                in MilliQ 
                pH = 7,0 für Lymphozyten/Gewebe 
PBS/GS               1x PBS 
                1% GS (hitzeinaktiviert) 
                in MilliQ 
                pH = 7,0 
Einfriermedium            20% (v/v) Zellkulturmedium 
                20% (v/v) DMSO 
                60% FCS 
Ethidiumbromidbad            1 μg/ml Ehtidiumbromid  
                in 0,5x TBE 
Lyse‐Puffer              1% (w/v) N‐Laurosyl‐Sarcosin 
                1 mg/ml PronaseE 
                0,5 M Na2‐EDTA, pH 8 
1x TBE‐Puffer              44,5 mM Tris 
                44,5 mM Borsäure 
                1 mM Na2‐EDTA, pH 8 
1x TE‐Puffer               10 mM Tris/HCl 
                1 mM Na2‐EDTA, pH 8 
Trypsin‐EDTA‐Lösung            0,1% Trypsin 
                0,5 mM Na2‐EDTA, pH 8 
                in 1x PBS (pH = 7,45) 






Gelatinelösung            0,1% Gelatin 
                in MilliQ 
Fixativ                Methanol  
(100%)/Essigsäure (100%) 
                Im Verhältnis 3:1 
3.2.3 Antikörper 
119BPrimärantikörper: 




anti‐53BP1 IHC rabbit          Bethyl, IgG, 0,1 ml 
rabbit‐anti‐CENP‐F          Santa Cruz, IgG, 200 µg/ml 
120BSekundärantikörper: 
Alexa Fluor®488 goat‐anti‐mouse      Mo BiTec IgG, 2 mg/ml 
Alexa Fluor®488 goat‐anti‐rabbit      Mo BiTec IgG (H+L), 2 mg/ml 



























setzes  und nach Genehmigung  der Veterinärbehörde  des  Saarlandes  in  eigenen  Laminar Air 
Flow‐Systemen gehalten. Es wurden vier bis fünf Mäuse in einem Käfig untergebracht. Die Tiere 
lebten  in einem Tages‐ und Nachtrhythmus von  jeweils 12 h. Versorgt wurden die Mäuse mit 




Homozygote  A‐T‐Mäuse  (129S6/SvEvTac‐A‐T‐tm1Awb‐/J,  homozygous  recessive  Atm‐/‐) wur‐
den von Jackson Laboratory (Bar Harbor, Main, USA) bezogen. Dieser Mausstamm besitzt eine 
trunkierende  Mutation  im  ATM‐Gen.  Durch  Insertion  eines  Vektors,  welcher  das  Neo 





































mit  darin  ausgelegten  DG  ausgesät.  Anschließend wurden  die  Zellen  21 Tage  (mit Medium‐
wechsel alle  sieben Tage) wachsen gelassen, bis  sie ein konfluentes Stadium erreicht hatten. 
























































Die  verwendeten Mäuse wurden  an  einem  Linearbeschleuniger  bestrahlt. Vorher wurde  die 
Isodosen‐Verteilung  der  Ganzkörperbestrahlung  mittels  ADAC  Pinnacle  Three  Dimensional 
Treatment Planning  System  evaluiert. Dies wurde  von Herrn Dr. Martin Kühne, Universitäts‐
klinikum des Saarlandes  in Homburg/Saar durchgeführt. Die Dosisverteilung  zeigte, dass eine 
Isodosis von 95% den kompletten Körper jeder Maus bei der Bestrahlung umhüllte.  
Die Mäuse  befanden  sich während  der  Bestrahlung  in  einem  speziellen  Plastikzylinder.  Der 
Durchmesser des Zylinders betrug 20 cm, die Höhe 5 cm. Die Verwendung von Plastikmaterial, 
welches  äquivalent  zu Gewebe war  (Dicke:  1,5 cm), hatte dabei den  Zweck,  eine  akzeptable 
















CT  in  einer  Phase  mit  Kontrastmittel  (KM)‐Gabe  (Scan‐Länge  680 mm;  CTDIvol = 13,7 mGy; 
DLP = 931 mGy*cm). Die Dosimetrie  erfolgte  gemäß Gebrauchsanweisung  von  Philips mit  ei‐
nem Dosimeter (Solidose 400) mit einer DCT10 Ionisierungskammer (RTT). 
Die Patienten der Patientengruppe II erhielten ebenfalls ein Spiral‐CT  im Mehrschicht‐Verfah‐





















Anschließend wurden  die DG  dreimal  für  je  10 min  in  PBS  auf  einem Wipptisch  gewaschen. 













Lymphozyten  und  Monozyten  enthält,  mit  einer  1000 µl‐Kolbenhubpipette  vorsichtig  abge‐




suspendiert.  Je 100 µl der  Lymphozytensuspension wurde  für 6 min auf gelatinisierte DG ge‐
schichtet und  anschließend 30 min  in Methanol  (‐20°C)  fixiert. Nach einer einminütigen Per‐
meabilisierung  in Aceton  (‐20°C) wurden die DG dreimal  für  jeweils 10 min  in PBS/1%FCS auf 
einem  Wipptisch  gewaschen  und  bis  zur  Immunfluoreszenz‐Färbung  bis  zu  drei  Tage  in 
PBS/1%FCS bei 4°C gelagert. 
3.7.3 Isolierung und Fixierung von murinen Blutlymphozyten für die IFM 







nütigen  Zentrifugation mit 240*g wurde das  Lymphozyten‐Pellet  aufgelockert und die  Zellen 
durch tropfenweise Zugabe von 4% FA in PBS unter permanentem Vortexen fixiert. Nach einer 




























wurden die DG mit den  fixierten  Zellen  auf Parafilm  in eine  verschließbare  feuchte Kammer 























































































waschen  und mit  jeweils  200 µl  Sekundärantikörperlösung  beschichtet. Nach  einer  erneuten 














nahme  der  Axiovision  40 V  4.6.3‐SP1‐Software  (Zeiss,  Göttingen).  Anschließend  wurden  die 
































Chromosomenspreitungen wurden  anhand  der  gespeicherten  Koordinaten  relokalisiert,  und 
mit der Software „Isis“ (MetaSystems, Altlußheim) wurden bei 630facher Vergrößerung Bilder 






Inhalt  der  Zellkulturflasche  in  ein  Zentrifugenröhrchen  (15 ml)  überführt  und  für  10 min  bei 
300*g und 4°C  zentrifugiert. Nach Abgießen des Überstandes wurden die Zellen  in 50 μl PBS 
aufgenommen, mit 50 μl 1,4%iger  Low‐Melting‐Point‐Agarose  (47°C)  vermischt und  in  vorge‐































Für  PCC‐Experimente wurde  den  in  Flaschen  kultivierten  konfluenten  Zellen  vor Bestrahlung 
das KM Ultravist® mit dem Wirkstoff Iopromid zugegeben und im Medium vor der Bestrahlung 
gut resuspendiert.  
































Lymphom,  vergangene  Strahlentherapien, Röntgenuntersuchung oder  Szintigraphie  innerhalb 
der letzten drei Tage und ein Alter von unter 18 Jahren. Vor der Blutabnahme wurden alle Pa‐
tienten über den  Inhalt der Studie  informiert und von  ihnen eine Einverständniserklärung un‐
terschrieben. 
3.11.1 In  vitro‐  und  in  vivo‐Untersuchungen  an  Lymphozyten  von  CT‐Patienten: 
Patientengruppe I 











CO2‐Anteil  wurden  die  Flaschen  zeitgleich  zum  Patienten  in  der  Klinik  mit  verschiedenen 
in vitro‐Dosen bestrahlt. Danach wurde das Blut für die Dauer der Reparaturzeit wieder in den 
Brutschrank überführt. Nach Ablauf der verschiedenen Reparaturzeiten wurde den Flaschen je 
6 ml  verdünntes  Blut  entnommen  und  daraus  die  Lymphozyten  isoliert  und  fixiert. Die  zeit‐
gleich erhaltenen  in vivo‐Blutproben der Patienten wurden ebenfalls  im Verhältnis 1 zu 2 ver‐










































Hierbei wurden  p‐Werte  < 0,05  als  statistisch  signifikant  angesehen.  Sofern  eine  Signifikanz 
vorlag, wurde dies  im Text erwähnt und  in den Grafiken anhand von Sternchen angezeigt. Für 










4.1 Nachweis  von  DSBs  in  murinen  Lymphozyten  mittels  IFM  und 
Anwendung der Methode auf klinische Fragestellungen 









Lobrich 2003).  In den  letzten  Jahren  fand diese Methode deshalb auch  in  klinischen Studien 
Anwendung,  in  denen  die  entstandenen  Strahlenschäden  nach  z. B.  radiologischen Untersu‐
chungen  gemessen  wurden.  Hierbei  werden  vornehmlich  niedrige  Röntgendosen  appliziert 
(Lobrich et al. 2005, Geisel et al. 2008).  
In  der  Studie  von  Lobrich  et  al.  (2005)  wurden  mittels  IFM  DSBs  in  Lymphozyten  von 
Computertomographie (CT)‐Patienten nachgewiesen. Hierbei wurden Röntgendosen von unter 
20 mGy angewandt. Damit konnte zum ersten Mal  in vivo die Anzahl der durch diagnostische 
Dosen  an  Röntgenstrahlung  induzierten  DSBs  und  deren  Reparatur  gemessen  werden.  Ein 
Problem bei der Messung  von DSBs  in  Lymphozyten  von CT‐Patienten  ist, dass während der 
Untersuchung nur ein Teil des Körpers, also auch nur ein Teil der Lymphozyten bestrahlt wird. 
Die bestrahlten Lymphozyten vermischen sich nach der Bestrahlung schnell mit unbestrahlten, 
sodass  man  sowohl  initial  als  auch  nach  definierten  Reparaturzeiten  durch  diesen 
Verdünnungseffekt  nicht  das  wahre  Schadenslevel  messen  kann.  Außerdem  besteht  bei 
klinischen  Studien  das  Problem,  dass  sich  Patienten  in  ihrem  genetischen  Hintergrund 
unterscheiden, was  einen  Einfluss  auf  die  gemessenen  Effekte  haben  kann. Daher  sollte  im 
Rahmen  dieser  Arbeit  die  Sensitivität  der  IFM  unter  standardisierten  Bedingungen  validiert 
werden. Hierfür  sollte  in Zusammenarbeit mit dem Labor der Klinik  für Strahlentherapie und 
Radioonkologie,  Universitätsklinikum  des  Saarlandes  in  Homburg/Saar  ein  Mausmodell 
entwickelt  werden,  welches  zum  einen  den  Vorteil  hat,  dass  hierbei  eine 
Ganzkörperbestrahlung  durchgeführt  werden  kann,  ohne  dass  bei  der  Messung  von 
Lymphozyten  Verdünnungseffekte  auftreten.  Zum  anderen  besteht  ein  Vorteil  in  der 











etabliert.  Dafür  wurden  C57BL/6‐Mäuse  (Wildtyp‐Mäuse, WT) mit  1 Gy  bestrahlt  und  nach 
10 min, 5 h oder 24 h das Blut der Tiere entnommen. Die Lymphozyten der Tiere wurden  iso‐
liert, auf Deckgläschen  (DG)  fixiert und  für die γH2AX‐IFM gefärbt. Es  ist zu erkennen, dass  in 
Kernen nicht bestrahlter Zellen (K), außer wenigen spontanen Brüchen, keine weiteren DSBs in 
Form von  γH2AX‐Foci auszumachen  sind  (Abb. 4.1). 10 min nach Bestrahlung mit 1 Gy haben 
sich durchschnittlich 12 Foci pro Zelle gebildet. Diese Anzahl nimmt mit zunehmender Repara‐
turzeit bis 24 h ab. Diese ersten Färbeergebnisse  zeigten, dass die  IFM prinzipiell  in murinen 
Lymphozyten  funktioniert. Um die Sensitivität der Methode  zu  testen, wurde diese anschlie‐
ßend in verschiedenen Mausstämmen angewandt. 
In vitro konnte gezeigt werden, dass Zellen mit Defekten  in den Kernkomponenten des NHEJ 
























gewährleistet,  dass  die Anzahl  an  auftretenden  Foci  sicher  quantifizierbar  ist. Der  erhaltene 





Aufnahmen mittels  IFM muriner  Lymphozyten bei  630facher Vergrößerung  10 min,  5 h und 24 h nach Be‐
strahlung mit 90kV‐Röntgenstrahlung und einer Dosis von 1 Gy. Zur Visualisierung der DSBs wurden die Zellen 
mittels  FITC  (Fluoresceinisothiocyanat),  einem Reaktivfarbstoff, welcher  gegen  γH2AX‐Primärantikörper  ge‐
richtet  war,  markiert.  Die  DNA  der  Zellkerne  wurde  mit  dem  DNA‐Farbstoff  DAPI  (4′,6‐Diamidino‐2‐



























Mäuse mit einem Defekt  im ATM‐Protein (A‐T) und einem Defekt  in der DNA‐PKCS  (SCID) wurden mit 6 MV‐
Röntgenstrahlung und einer Dosis von 2 Gy bestrahlt und die Anzahl an γH2AX‐Foci nach 0,5 h, 2,5 h, 5 h, 24 h 
und  48 h  bestimmt.  Für  die  Messung  des  Induktionswertes  (5 min)  wurden  isolierte  Lymphozyten  von 
C57BL/6‐, BALB/c‐ und SCID‐Mäuse verwendet und diese mit 90 kV‐Röntgenstrahlung und mit einer Dosis von 
1 Gy  in vitro bestrahlt. Die daraus  resultierenden  Fociwerte wurden  auf 2 Gy hochgerechnet.  Zur besseren 















schiedlichen  Reparaturverhaltens  der Mäuse  nach  Bestrahlung wider. Während  SCID‐Mäuse 
den größten Reparaturdefekt sowohl  in der  frühen, als auch der späten Reparaturphase zeig‐
ten,  konnte der Reparaturdefekt  von A‐T‐Mäusen erst nach  längeren Reparaturzeiten detek‐
tiert werden. Selbst der geringere Reparaturdefekt leicht strahlensensitiver BALB/c‐Mäuse war 
zu mittleren  Zeitpunkten messbar,  sodass  sich die Methode  als  sehr  sensitiv  erwies. Die  er‐
mittelten  Daten  korrelieren mit  bisherigen  in vitro‐Studien  und  der  dort  gefundenen  unter‐
schiedlichen  Ausprägung  verschiedener  Mutationen  in  den  Kernkomponenten  des  NHEJ 
(Blocher et al. 1991, Okayasu et al. 2000, Rothkamm et al. 2003, Kuhne et al. 2004),  liegen  in 
der Induktion gegenüber Messungen in humanen Zellen dagegen zu niedrig (Kegel et al. 2007).  
4.1.2 In  vitro‐Experimente  zum  Einfluss  von KM  auf die  Induktion und Reparatur  von 
DSBs  in humanen Lymphozyten nach Röntgen‐ und γ‐Bestrahlung mittels γH2AX‐
IFM 
Nachdem  durch  die  erfolgreiche  Etablierung  des  IF‐Verfahrens  in murinen  Lymphozyten  die 
Methode  validiert  werden  konnte,  sollte  es  nun  bei  der  Beantwortung  klinischer  Fra‐
gestellungen Anwendung finden. Die diagnostische Strahlenexposition ist die größte vom Men‐
schen  geschaffene  Quelle  für  Röntgenstrahlung  im  Alltag  (UNSCEAR  2000).  Gerade  bei  CT‐
Untersuchungen werden vor der Bestrahlung zusätzlich Kontrastmittel (KM) injiziert, welche die 
Bildgebung unterstützen. Dies ist mit einer erhöhten Absorption von Strahlung verbunden. Der 
Grund  für die erhöhte Strahlenabsorption  liegt darin, dass die  im KM enthaltenen  Jodatome 
durch ihre hohe Ordnungszahl (Z) während der Strahlenabsorption eine Steigerung der Entste‐






Um  zu untersuchen, ob die erhöhte  Strahlenabsorption  zu einem  vermehrten Auftreten  von 









Weiterhin  befinden  sich  Lymphozyten  vor  der  Stimulierung  durch  Krankheitserreger  im  G0‐
Stadium des Zellzyklus, sodass dieser bei der Analyse nicht berücksichtigt werden muss.  
Für die Experimente wurde gesunden Spendern Blut entnommen. Diesen Proben wurde KM mit 









Bestrahlung  zugegeben  oder  KM 1  oder Mannitol  nach  Bestrahlung  zugegeben.  Die  Bestrahlung  erfolgte 
entweder mit  90 kV‐Röntgenstrahlung  oder mit  660 kV‐γ‐Strahlung. Nach  0,5 h,  2,5 h  und  5 h wurden  die 
Lymphozyten aus dem Blut  isoliert,  fixiert und die Anzahl an γH2AX‐Foci bestimmt. Für den  Induktionszeit‐
punkt  (5 min) wurden  Lymphozyten  behandelt  und  bestrahlt, welche  bereits  vorher  aus  dem  Blut  isoliert 
waren. 
Um zu untersuchen, ob der KM‐Effekt dosisabhängig ist, wurden zwei verschiedene Röntgendo‐







sich  die  Anzahl  an  DSBs  nach  einem  Thorax‐CT mit  einem  Dosis‐Längen‐Produkt  (DLP)  von 
500 mGy*cm mit der nach einer Dosis von 10 mGy  in vitro vergleichen  lässt. Das DLP  ist eine 
radiodiagnostische Einheit, welche proportional zur applizierten Dosis und der bestrahlten Kör‐














mittelt.  Eine  Bestrahlung  mit  10 mGy  induzierte  hierbei  0,2 Foci  pro  Zelle,  eine  Dosis  von 


































Abb.  4.5:  Quantifizierung  von  γH2AX‐Foci  nach  KM‐Gabe  in  humanen  Lymphozyten  nach  90 kV‐
Röntgenstrahlung und Dosen von 10 und 500 mGy in vitro. 
Einfluss  von KM  auf die Anzahl  an  γH2AX‐Foci nach  (A) 10 mGy und  (B) 500 mGy 90 kV‐Röntgenstrahlung. 
Dem Blut von drei gesunden Spendern wurde direkt vor oder nach der Bestrahlung KM mit dem Wirkstoff 































































In  unbehandelten  Proben  wurden  durch  die  Bestrahlung  nach  0,5 h  durchschnittlich  rund 
26 Foci pro Zelle induziert (Abb. 4.8). Dies traf für beide DSB‐Marker zu. Das Vorhandensein von 
KM während der Röntgenbestrahlung  führte  im  Falle  von beiden KM  zu einer Erhöhung der 













Einfluss  von  KM  auf  die  Induktion  und  Reparatur  von  γH2AX‐  (A)  und  53BP1‐Foci  (B)  nach  90 kV‐Rönt‐
genstrahlung und einer Dosis von 1,5 Gy. Den Proben wurden zwei verschiedene jodhaltige KM mit den Wirk‐
stoffen  Iopromid oder  Iomeprol direkt  vor Bestrahlung, oder unbestrahltes bzw. mit 0,5 oder 5 Gy  vorbe‐






γH2AX‐  und  53BP1‐Foci  als Marker  für DSBs  in  primären  humanen  Fibroblasten  führt. Diese 







4.1.4 Nachweis  des  KM‐Effekts  nach  Röntgenbestrahlung  an  humanen  Fibroblasten 
mittels PCC und PFGE 
Die  IFM  ist  zwar  ein  sensitiver  Nachweis  für  DSBs,  detektiert  diese  aber  indirekt  über  den 




exponentiell wachsende  humane WT‐Fibroblasten  (HSF1‐Zellen) mit  90 kV‐Röntgenstrahlung 
und einer Dosis von 2 Gy bestrahlt. Dies erfolgte entweder ohne oder mit vorheriger Zugabe 
von  KM mit  dem Wirkstoff  Iopromid. Um  einen  Einfluss möglicher  Zellzykluseffekte  auf  die 
Ergebnisse zu verhindern, wurde nach Bestrahlung Aphidicolin zugegeben. Diese Substanz inhi‐





0,5 h  nach  der  Bestrahlung wurden  die  Zellen  fixiert,  auf  Objektträger  aufgetropft  und mit 
Giemsa gefärbt (Abb. 4.9 A). Anschließend wurde die Anzahl an Chromatidbrüchen pro Zelle in 
















Abb.  4.9:  Quantifizierung  von  Chromatidbrüchen  mittels  PCC‐Analyse  nach  KM‐Gabe  in  humanen 
Fibroblasten nach 90 kV‐Röntgenstrahlung und 2 Gy in vitro 









Verhältnis  von aus der Tasche herausgelaufener DNA  (sichtbar als  Schmier, Abb. 4.10 A),  zur 
Menge an in der Tasche befindlicher DNA berechnet und dieses Verhältnis als FAR‐Wert ange‐
geben (Abb. 4.10 B).  
Die  Versuchsbedingungen  wurden  so  gewählt,  dass  nach  der  Bestrahlung  keine  Reparatur 
stattfinden konnte, sodass die initiale Anzahl an DSBs gemessen wurde. Humane WT‐Fibroblas‐
ten (HSF1‐Zellen) wurden mit 90 kV‐Röntgenstrahlung und Dosen von 5, 10, 20 und 30 Gy be‐




































Nachdem erneut gezeigt werden  konnte, dass  γH2AX ein  sehr  sensitiver DSB‐Marker  ist, der 
auch  in vivo funktioniert, sollte der  in vitro gemessene KM‐Effekt auch  in vivo an CT‐Patienten 
untersucht werden. Hierfür wurde zuerst die Anzahl an γH2AX‐Foci in Lymphozyten von Patien‐












































































ben  aufgeteilt wurde. Diese wurden mit  90 kV‐Röntgenstrahlung  und Dosen  von  5,  10,  100  und  500 mGy 
zeitglich  zur CT‐Untersuchung der Patienten bestrahlt. Nach 0,5 h, 1 h, 2,5 h und 5 h wurde  für die  in vivo‐


























































denen Dosen  in vitro bestrahlt und nach den  gleichen Reparaturzeiten die Anzahl  an  γH2AX‐Foci pro  Zelle 
bestimmt  (B). Die  Focianzahl  der  individuellen  unbestrahlten  Kontrolle  (0,05 bis  0,1  γH2AX‐Foci  pro  Zelle) 
wurde vorher jeweils abgezogen. Die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler. 
Aus einer  früheren Studie  ist bekannt, dass die Anzahl an  in vivo gemessenen DSBs  linear mit 
dem DLP ansteigt (Lobrich et al. 2005). Um die Patienten untereinander vergleichen zu können, 







nach  10 mGy mit  0,22  Foci  pro  Zelle  ca.  doppelt  so  viele  DSBs  induziert wurden wie  nach 
5 mGy. Eine lineare Extrapolation zu den beiden höheren Dosen sollte demnach 2 Foci pro Zelle 
nach 100 mGy und 10 Foci pro Zelle nach 500 mGy erbringen. Die gemessenen Werte wichen 
mit  1,46 Foci  pro  Zelle  um  27%  (für  100 mGy)  und mit  4,8 Foci  pro  Zelle  um  ca.  50%  (für 






54%  (nach 10 mGy) und nach 5 h 55%  (nach 5 mGy) bis 70%  (nach 10 mGy). Nach niedrigen 







pen miteinander verglichen  (Abb. 4.14). Hierfür wurden die  in vivo‐Werte aus Abb. 4.13 (A)  in 
native Patienten und solche mit KM‐Gabe vor CT‐Untersuchung aufgeteilt und gemittelt. Nach 
0,5 h wiesen beide Gruppen ca. 0,19 Foci pro Zelle auf, sodass die Zugabe von KM vor der CT‐
Untersuchung  bei  dieser  Reparaturzeit  im  Gegensatz  zu  den  in vitro‐KM‐Experimenten  aus 
Kap. 4.1.2 bis 4.1.4 nicht zu einer höheren Induktion von γH2AX‐Foci führte. Mit zunehmender 
Reparaturzeit  lagen die Werte nativ bestrahlter Patienten  jedoch etwas niedriger als die von 



















gen,  um  die  DSB‐Schadensantwort  der  beiden  CT‐Patientengruppen  zu  analysieren.  Hierfür 































war  ein  leichter Unterschied  darin  zu  erkennen,  dass  KM‐Patienten  eine  erhöhte  Anzahl  an 




Der  Vergleich  der  beiden Gruppen  (nativ  bestrahlte  Patienten  und  Patienten mit  KM‐Gabe) 
innerhalb der Patientengruppe I  zeigte große  interindividuelle Unterschiede  im Reparaturver‐




sönlichen  in vitro‐Werte  normiert.  Da  die  in vivo‐Werte  nach  0,5 h  und  1 h mit  den  beiden 
niedrigsten  Röntgendosen  vergleichbar waren, wurde  für  das Normierungsverfahren mittels 










ten blieben  (Abb. 4.16 A), der Effekt des KMs  jedoch nach Bildung des Dosisäquivalents  zum 
Vorschein kam. Hiernach induzierte ein CT mit einem DLP von 500 mGy*cm ein durchschnittli‐
ches Schadenslevel, welches mit einer  in vitro‐Bestrahlung von 10 mGy korrespondierte. Hier‐














Fehlerbalken  repräsentieren  in A die Standardabweichung und  in B den Standradfehler. Für die statistische 
Analyse in B wurde ein einseitiger T‐Test angewendet. Signifikante Unterschiede wurden mit einem * gekenn‐
zeichnet. 
Zusammengefasst  war  nach  Berücksichtigung  der  individuellen  DSB‐Schadensantwort  durch 




Da  sich  der  in vitro  beobachtete  KM‐Effekt  in  Patientengruppe I  erst  durch Normierung  der 
in vivo‐Daten auf die individuellen in vitro‐Daten zeigte und die individuellen Schwankungen in 
der  DSB‐Schadensantwort  sehr  hoch waren, wurde  in  einer  zweiten  Patientenstudie  dieser 





waren  in  beiden Vergleichsgruppen  durchschnittlich  62  Jahre  alt. Der Altersunterschied  zwi‐
schen dem jüngsten und ältesten Patienten in jeder Gruppe betrug höchstens 13 Jahre.  
Fünf Patienten wurden nativ bestrahlt, weitere fünf erhielten vor der Bestrahlung KM mit dem 









































































Abb.  4.18:  Quantifizierung  von  γH2AX‐Foci  pro  Zelle  pro  500 mGy*cm  in  Lymphozyten  nach  120 kV‐
Röntgenstrahlung von nativ bestrahlten Patienten und solchen mit KM‐Gabe in vivo 
Die in vivo‐Daten der Patientengruppe II resultieren aus den Werten von fünf nativ bestrahlten CT‐Patienten 








Zusammenfassend wurde  in  einer weiteren  Patientenstudie  (Patientengruppe II),  in welcher 
diesmal darauf geachtet wurde, dass sich die Patienten  im mittleren Alter,  in der Altersvertei‐
lung sowie  in den klinischen  Indikationen  innerhalb  jeder Gruppe glichen, auch ohne Normie‐
rung der in vivo‐Daten ein Effekt des KMs auf die Anzahl an DSBs in vivo nachgewiesen. Dieser 
korrelierte mit dem KM‐Effekt  in Patientengruppe I.  In beiden Patientenstudien  fiel der KM‐

















Erkrankung  (Tab. 4.1). Weiterhin nahmen  fünf Frauen und 22 Männer an der Studie  teil. Die 
entsprechenden  γH2AX‐Fociwerte wurden  sowohl  in vivo,  als  auch  nach  den  verschiedenen 
angewandten Dosen  in vitro  gemittelt und  in die unterschiedlichen Kategorien eingeteilt. Da 




Nach Normierung und Aufteilung der  in vivo‐Daten  auf ein DLP  von 500 mGy*cm war  zu er‐
kennen, dass nach einer Reparaturzeit von 0,5 h und 1 h Patienten über 60 Jahre  tendenziell 
höhere  γH2AX‐Fociwerte aufwiesen als Patienten unter 60 Jahre  (Abb. 4.19). Diese Erhöhung 







scheidung nach dem Geschlecht war  zu  erkennen, dass  Frauen durchweg die  Tendenz einer 
erhöhten DSB‐Schadensantwort  abhängig  von der  jeweiligen Reparaturzeit  von  11% bis  38% 
gegenüber Männern aufwiesen.  
 
Abb. 4.19: Auftragung der  in vivo‐Daten der Patientengruppe  I nach Alter, klinischer  Indikation und dem 
Geschlecht 
Induktion und Reparatur  von  γH2AX‐Foci pro  Zelle pro 500 mGy*cm nach CT‐Untersuchung der Patienten‐
gruppe I. Die in vivo‐Daten nach 0,5 h, 1 h, 2,5 h und 5 h wurden nach dem Alter in Patienten über und unter 
60 Jahre,  nach  der  klinischen  Indikation  in  Patienten mit  einer  bös‐  oder  gutartigen  Erkrankung  und  dem 
Geschlecht entsprechend in Frauen und Männer eingeteilt und gemittelt. Dabei waren 5 Patienten unter und 











Die  10 mGy  in vitro‐Daten  zeigten,  dass  vergleichbar mit  den  5 mGy‐Werten  Patienten  über 
60 Jahre  bis  zu  27%  höhere  Fociwerte  aufwiesen  als  Patienten  unter  60 Jahre  (Abb. 4.20 B). 
Dies war nach  allen Reparaturzeiten der  Fall. Patienten mit  gutartigen  Erkrankungen wiesen 
nach 0,5 h, 1 h und 5 h höhere γH2AX‐Fociwerte auf als Patienten mit bösartigen Erkrankungen. 
Dieser Unterschied betrug bis zu 64% und erwies sich nach 0,5 h und 5 h als signifikant. Eine 






Nach  einer  Dosis  von  100 mGy  war  ebenfalls  die  Tendenz  erkennbar,  dass  Patienten  über 

















Abb. 4.20: Aufteilung der  in vitro‐Daten der Patientengruppe I nach Alter,  klinischer  Indikation und dem 
Geschlecht 
Induktion und Reparatur von γH2AX‐Foci pro Zelle nach 90 kV‐Röntgenstrahlung und einer Dosis von 5 mGy 









































Der  größte  Altersunterschied  innerhalb  der  Gruppe  bis  36 Jahre  betrug  zwölf  Jahre.  In  der 
Gruppe mit einem Alter über 57 Jahre betrug der größte Altersunterschied 21 Jahre. 7 Patien‐
ten hatten eine bösartige und 8 eine gutartige Erkrankung  (bzw. waren gesund). Der Einfach‐







































































Fociwerten  größer. Patienten  ab 57  Jahre wiesen bis  zu 81% mehr  Foci pro  Zelle  auf  als die 
jüngere Patientengruppe. Dagegen gab es keine durchgängigen Unterschiede  in der  Induktion 














beeinflussen  kann,  wurden  die  anderen  Kriterien  ebenfalls  noch  einmal  überprüft.  Hierfür 
wurde das Alter  jeweils mit einbezogen, sodass es beim Vergleich der übrigen Kriterien  (klini‐
sche  Indikationen und Geschlecht) keinen Einfluss mehr hatte. Hierzu wurden 4 Patienten mit 
bösartigen  Erkrankungen  über  57 Jahre  mit  4  Patienten  mit  gutartigen  Erkrankungen  über 












Foci  auf  als  ältere Männer  (Abb. 4.22 B).  Jüngere  Frauen  hatten  nach  allen  Reparaturzeiten 




































sem Dosisbereich  auch  in vivo  zu  untersuchen.  Patientenstudien  sind  hierfür  ungeeignet,  da 




schnittlichen  Anzahl  an DSBs  in  Lymphozyten,  führen  und  auch  die  gemessenen  Reparatur‐
werte  beeinträchtigen.  Infolgedessen  sollte  der Nachweis  von DSBs mittels  IFM  zunächst  in 






Darauf aufbauend  sollte  in einem gemeinsamen Projekt mit dem  Strahlenbiologischen  Labor 
der  Klinik  für  Strahlentherapie  und  Radioonkologie,  Universitätsklinikum  des  Saarlandes  in 
Homburg/Saar  die DSB‐Reparatur  nach  verschiedenen  Röntgendosen mittels  IFM  untersucht 
werden. Das Hauptaugenmerk  sollte  sich hierbei darauf  richten, ob  in vivo die Reparatur mit 














der  Klinik  für  Strahlentherapie  und  Radioonkologie,  Universitätsklinikum  des  Saarlandes  in 
Homburg/Saar  für verschiedene murine Organe  immunhistochemisch  (IHC) γH2AX als Marker 




gebettet. Anschließend wurden Gewebeschnitte  angefertigt und diese  für die  anschließende 
Färbung vorbereitet.  
Für  die  IHC‐Färbung wurde  nach Blocken  der  endogenen  Peroxidasen  γH2AX mit  einem  pri‐
mären  Antikörper  markiert,  gegen  welchen  ein  biotinylierter  Sekundärantikörper  gerichtet 




(Abb. 4.23).  In der  Lunge  sind Zellkerne des Bronchialepithels  (mit Pfeilen markiert) und des 
Alveolarepithels (als „A“ markiert) dargestellt. In der Lunge lag der Fokus bei der späteren Aus‐
wertung mittels  IFM auf dem Bronchialepithel.  Im Herz  sind die Kerne der Herzmuskelzellen 
oval und  liegen nicht alle  in der gleichen Richtung, sodass nach dem Schneiden des Gewebes 
längs‐ und quergeschnittene Kerne zu sehen waren. Daher wurde darauf geachtet, dass bei der 



























In unbestrahlten  Zellkernen  aller Organe  treten nach der  IHC‐Färbung nur  in wenigen  Fällen 
braune Punkte auf, welche einen  spontan auftretenden DSB  repräsentieren  (ein Beispiel pro 







ker  für  proliferierende  Zellen,  durchgeführt  (beispielsweise  Dünndarm,  Abb. 4.24).  Die  Fär‐




In der Darstellung  sind  zwei Villi der Mukosa des Dünndarms der Maus dargestellt. Der  Saum dieser Villi, 
welcher aus ausdifferenzierten Epithelzellen in der G0‐Phase besteht, ist nach Färbung mit Ki67, einem Proli‐
ferationsmarker, negativ. Weiterhin  sind Ki67‐positive Krypten der Mukosa des Dünndarms dargestellt. Die 
braune  Färbung  zeigt  an,  dass  sich  in  den  Krypten  proliferierende  Zellen  befinden.  Das  Bild  wurde  mit 
100facher Vergrößerung aufgenommen und von Prof. Christian Rübe, Strahlenbiologischen Labor der Klinik 










4.4.2 In vivo‐Nachweis  von DSBs  in  verschiedenen murinen Geweben  nach mehreren 
Röntgendosen mittels γH2AX‐IFM 






Foci bestimmt. Hierbei wurden neben den schon erwähnten Zellen  im Gehirn,  im Herz,  in der 
Lunge und im Dünndarm auch die Tubuluszellen der proximalen und distalen Tubuli der Nieren‐
rinde ausgewertet.  
Die  Induktion war nach einer Bestrahlung von 1 Gy und 10 mGy  in allen Organen  linear. Nach 
einer Bestrahlung mit 1 Gy wurden  ca.  sieben bis acht Foci pro Zelle  induziert, nach 10 mGy 
0,07 bis 0,09 Foci pro Zelle. Nach einer Bestrahlung mit 100 mGy lagen die Induktionswerte mit 






Focianzahl  bei  allen Organen  um  etwa  77%  reduziert war. Nach  24 h  verblieben  noch  etwa 
sechs  Prozent  der  ursprünglich  induzierten  DSBs  (Abb. 4.25 B).  Nach  100 mGy  war  die 
ursprünglich  induzierte Focianzahl nach einer Reparaturzeit von 5 h um 68% vermindert. 24 h 
nach  Bestrahlung  waren  noch  etwa  acht  Prozent  der  ursprünglichen  Foci  vorhanden 
(Abb. 4.25 C). Für die Auswertung der Focianzahl pro Zelle nach einer Dosis von 10 mGy wurden 
nur das Herz, der Dünndarm und die Niere ausgewertet, da  sich  in diesen drei Organen alle 
Zellen  in den ausgewerteten Bereichen zuverlässig gegen γH2AX  färben  ließen. Dagegen exis‐



































4.4.3 Nachweis  der  Kolokalisation  von  γH2AX  und  53BP1  in  verschiedenen  murinen 
Geweben mittels IFM 
Um die mittels DAB‐ und γH2AX‐IF‐Färbung nachgewiesenen DSBs zu validieren, wurde 53BP1 











eine  vorhandene  Kolokalisation  überprüft.  Hierfür  wurden  WT‐Mäuse  (C57BL/6‐Mäuse), 
BALB/c‐, A‐T‐ und SCID‐Mäuse an einem Linearbeschleuniger mit 6 MV‐Röntgenstrahlung und 




suchten Organen. Diese betrugen für SCID‐Mäuse  in den Organen  im Schnitt 8,5 bis 9,  in A‐T‐
Mäusen 6,5 bis 8, in BALB/c‐Mäusen 5 bis 6 und in C57BL/6‐Mäusen 4 bis 5 Foci pro Zelle.  
Somit spiegelte sich zum einen parallel zu den Lymphozytendaten aus Kap. 4.1 der genetische 
Hintergrund der verschiedenen Mausstämme  in Form von Unterschieden  in der Focianzahl  im 
Gewebe wider. Zum anderen konnte durch die ähnlichen Werte der beiden Marker bestätigt 












sätzlich wurden  auch Tubuluszellkerne der Nierenrinde  abgebildet.  In  allen Abbildungen wurden die DAPI‐
gefärbten Kerne  (blau) mit den mittels FITC markierten 53BP1  (grün) überlagert. Die Zellkerne  in der  linken 
Spalte wurden nicht bestrahlt (K). Die Zellkerne  in der mittleren und rechten Spalte wurden mit 6 MV‐Rönt‐








Abb.  4.27:  Quantifizierung  von  γH2AX  und  53BP1‐Foci  in  unterschiedlichen  Geweben  verschiedener 
Mausstämme nach 6 MV‐Röntgenstrahlung und einer Dosis von 2 Gy in vivo 
Aufgetragen ist die Anzahl an γH2AX‐ und 53BP1‐Foci in unterschiedlichen Gewebetypen von vier verschiede‐























Die Messung  der  Reparaturkapazität  nach  den  verschiedenen Dosen  ergab,  dass  nach  einer 
Dosis von 1 Gy und einer Reparatur von 5 h nach Bestrahlung die Focianzahl um etwa 78% re‐
duziert  war.  Nach  24 h  verblieben  noch  etwa  4%  der  ursprünglich  induzierten  DSBs 
(Abb. 4.28 B). Nach  einer Dosis  von  100 mGy war  die  ursprünglich  induzierte  Focianzahl  5 h 

























24 h nach Bestrahlung ein  residuales  Focilevel  von 0,05  Foci pro  Zelle  an unreparierten Brü‐
chen.  Diese  Daten  bestätigen  sowohl  die  in vitro  der  Lymphozyten  von  Patientengruppe I 
(Kap. 4.2.1),  als  auch  die  Daten  aus  den  früheren  Untersuchungen  mit  konfluenten  WT‐
Fibroblasten (Rothkamm & Lobrich 2003).  
Das  in der  Studie  von Rothkamm &  Lobrich  (2003)  verbleibende  residuale  Focilevel bestand 
auch  nach  Reparaturzeiten,  die  über  24 h  hinausgingen.  Daher  wurde  im  neu  etablierten 
Mausmodell  überprüft,  ob  dies  auch  für  physiologische  Bedingungen  zutreffend  ist.  Hierfür 
wurden WT‐Mäuse  am  Linearbeschleuniger mit  6 MV‐Röntgenstrahlung  und  einer Dosis  von 
100 mGy und 10 mGy bestrahlt und nach zusätzlichen Reparaturzeiten von 48 h und 72 h das 
Herz, der Dünndarm und die Nieren  fixiert. Anschließend wurde die Anzahl an 53BP1‐Foci  in 
den  bereits  beschriebenen  Zellen  dieser Organe  quantifiziert. Die Messungen  ergaben,  dass 
nach Bestrahlung mit 100 mGy die Anzahl an 53BP1‐Foci, welche nach 24 h Reparatur bei neun 
Prozent  der  ursprünglichen  Focianzahl  lag,  bis  72 h  vollständig  verschwanden  (Abb.  4.29 A). 
Nach Bestrahlung mit 10 mGy sank die Anzahl an 53BP1‐Foci, welche nach 24 h Reparatur bei 
50%  der  ursprünglichen  Focianzahl  lag,  bis  72 h  auf  30%  der  induzierten  Brüche  ab 
(Abb. 4.29 B).  
 
Abb.  4.29: Quantifizierung  der  Reparatur  von  53BP1‐Foci  in  verschiedenen murinen Gewebetypen  nach 
6 MV‐Röntgenstrahlung und Dosen von 100 und 10 mGy in vivo 
Für die Quantifizierung der Anzahl an 53BP1‐Foci wurden WT‐Mäuse mit 6 MV‐Röntgenbestrahlung und einer 
Dosis  von 100 mGy  (A) oder 10 mGy  (B) bestrahlt und die Reparatur dieser  Foci nach 24 h, 48 h und 72 h 
gemessen. Die Daten nach 24 h resultieren aus mindestens drei und die übrigen Daten bis 72 h aus  jeweils 
zwei Experimenten. Für die Fehlerbalken wurde für die 24 h‐Punkte der Standardfehler und für die folgenden 













4.4.5 In vitro‐Experimente  zur  DSB‐Reparatur  humaner  Fibroblasten  nach  mehreren 
Röntgendosen mittels γH2AX‐ und pATM‐IFM 
Da  die  in vivo‐gemessenen Daten  die  Ergebnisse  bisheriger  in  vitro‐Studien mit  Fibroblasten 




zusätzliche  Röntgendosen  appliziert.  Ergänzend  zur  Studie  von  Rothkamm &  Lobrich  (2003) 
wurden zwei verschiedene DSB‐Marker angewandt. Da die Focianzahl für 53BP1 in unbestrahl‐
ten  Kontrollen  humaner  Zellen  ca.  0,5 Foci  pro  Zelle  betrugen  (vgl.  Kap. 4.1.), wurde  neben 
γH2AX als zweiter Marker für DSBs pATM statt 53BP1 gewählt.  
Für  die  Experimente  wurden  konfluente  WT‐Fibroblasten  mit  200 mGy,  80 mGy,  40 mGy, 
20 mGy, 10 mGy und 2 mGy bestrahlt, nach 15 min, 2,5h, 5 h, 24 h, 48 h und 72 h fixiert und IF‐




90%  bis  94%  betrug,  nahm  der  Anteil  an  reparierten  DSBs  bis  10 mGy  sukzessive  ab. Nach 
40 mGy wurden 76% bis 82%, nach 20 mGy 66% bis 72% und nach 10 mGy 40% bis 50% der 
Brüche repariert. Nach 2 mGy fand bis 72 h nahezu keine Reparatur statt.  
Bei Betrachtung der  längeren Reparaturzeiten  (24 bis 72 h)  reduzierte sich die Focianzahl bei 



































nen  es wieder  erlaubt wurde  zu  proliferieren,  alle  induzierten  DSBs  vollständig  reparierten 
(Rothkamm & Lobrich 2003). Studien mit Tumorzellen konnten im Gegensatz zu den Studien in 
primären  konfluenten  Zellen  ebenfalls  kein  residuales  Focilevel  beobachten. Weiterhin  war 
auch keine Verschlechterung der Reparaturkapazität mit niedriger applizierter Dosis zu messen 
(Asaithamby & Chen 2009). Eine Ursache hierfür kann darin liegen, dass Tumorzellen durch ihr 






In  einem  ersten  Versuchsansatz  zur  Klärung  dieser  Frage  wurden  primäre  konfluente  WT‐






































Auswertung  erschwerten.  Ein Beispiel  hierfür  ist  in Abb. 4.32 C  zu  sehen. Diese  Fluoreszenz‐
signale  (weiße Pfeile) variierten  in Größe und Leuchtintensität und beeinflussten dadurch die 













Die  Abbildungen  zeigen  das  γH2AX‐Fluoreszenzsignal  unbestrahlter  konfluenter  WT‐Fibroblasten  (HSF1‐
Zellen) ohne H2O2‐Behandlung  (A), 15 min nach Behandlung mit 10 µM H2O2  (B) und nach Behandlung mit 




eine  sichtbare  Erhöhung  störender  Fluoreszenzsignale  und  der  gemessenen  Focianzahl  fest‐
zustellen war (Abb. 4.33). Um einen Einfluss der Versuchsbedingungen auf die Focianzahl aus‐
zuschließen, wurde neben einer unbehandelten Probe (= Kontrolle) auch eine Mock‐behandelte 
























mehrere  tausend  ESBs  induziert werden.  Fisher  et  al.  konnten  bei  einer  Konzentration  von 
100 µM mittels γH2AX‐IF‐Analyse 30 min nach Behandlung etwa 6 DSBs pro Zelle messen. Dies 
ist  konsistent  zu Messungen mit  der  gleichen  Konzentration  in  exponentiellen  Fibroblasten 




Konzentration  von  10 µM  ebenfalls  viele  ESBs  auftreten.  Dies  und  die  Tatsache,  dass  der 
















Focianzahl  entsprach.  Dies  war  ebenfalls  konsistent  mit  den  γH2AX‐  und  ATM‐Daten.  Eine 







10 mGy  bestrahlt  und  anschließend die Anzahl  an  γH2AX‐Foci nach  15 min  und  24 h bestimmt. Die  Zellen 















DNA‐Doppelstrangbrüche  (DSBs)  sind die  schwerwiegendsten Läsionen, die nach  IR auftreten 
können. Seit wenigen Jahren werden DSB‐Marker wie z. B. γH2AX in der IFM für den Nachweis 
von DSBs  in  Form  von  Foci  herangezogen  (Rogakou  et  al.  1998,  Bekker‐Jensen  et  al.  2006). 
Durch die hohe Sensitivität dieser Methode  ist es möglich, die Entstehung und Reparatur von 





vorwiegend  angewandte  Teilkörperbestrahlung  bei  der  Messung  von  Lymphozyten  Ver‐






Ganzkörperbestrahlung  durchgeführt  werden  kann,  und  zum  anderen,  dass  verschiedene 
Mausmutanten mit definierten genetischen Defekten in DSB‐Reparaturproteinen zur Verfügung 
stehen. Die Etablierung der  IFM  in murinen Lymphozyten erfolgte  in Zusammenarbeit mit der 
Klinik für Strahlentherapie und Radioonkologie des Universitätsklinikums  in Homburg/Saar un‐
ter  der  Leitung  von  Prof.  Dr.  Christian  Rübe.  Dabei  wurden  neben  reparaturprofizienten 






dass  die  gemessenen Werte  etwa  zehnmal  höher  lagen  als  in  humanen  Lymphozyten.  Ein 
Grund  für die höheren Kontrollwerte  könnte  in einem erhöhten oxidativen Metabolismus  in 
murinen  Lymphozyten  liegen,  welcher  eine  erhöhte  Radikalkonzentration  und  damit  mehr 
DNA‐Schäden, z. B. in Form von DSBs zur Folge hätte. Generell zeichnen sich jedoch eher Zellen 
wie z. B. Herzmuskelzellen, welche aufgrund  ihres großen Energiebedarfs viele Mitochondrien 

































zyklus  befanden,  gemessen.  Hierbei  entsprach  die  Reparaturhalbzeit  nach  Bestrahlung  der 
Zellen mit 50 Gy  in der  schnellen Reparaturphase 12,5 min und  in der  langsamen Reparatur‐
phase 87 min  (Iliakis 1991). Dass dieses biphasische Verhalten der Reparaturkinetiken  in der 
vorliegenden Arbeit in WT‐Mäusen sowohl in Lymphozyten als auch in verschiedenen Geweben 
beobachtet werden  konnte,  deutet  ebenfalls  darauf  hin,  dass  die  ausgewerteten  Foci  DSBs 
repräsentieren und daher zur Untersuchung der DSB‐Reparatur herangezogen werden können. 
Lymphozyten DNA‐PKCS‐defizienter SCID‐Mäuse wiesen sowohl in der schnellen als auch in der 










Ergebnissen  der  vorliegenden  Arbeit  ist  (Riballo  et  al.  2004).  48 h  nach  IR  verblieben  in 
Lymphozyten von SCID‐Mäusen noch 30% an unreparierten Brüchen. Eine Studie,  in welcher 






Reparaturkinetiken  der  vorliegenden Arbeit  und  sind  konsistent  damit,  dass  die  katalytische 
Untereinheit der DNA‐PK bei der DSB‐Reparatur eine wichtige Rolle spielt.  
In der  vorliegenden Arbeit  glich die Reparaturkinetik der untersuchten BALB/c‐Mäuse  in der 
schnellen  Reparaturphase  (bis  2,5 h)  der  Kinetik  der WT‐Mäuse.  Nach  5 h  und  24 h wiesen 








Der  in der vorliegenden Arbeit beobachtete  leichte Reparaturdefekt von BALB/c‐Mäusen  lässt 
sich  auf  deren  verminderte DNA‐PKCS‐Expression  zurückführen. Da  die DNA‐PKCS  selbst  aber 
funktionstüchtig ist, sind diese Mäuse im Gegensatz zu SCID‐Mäusen in der Lage die durch 2 Gy 
induzierten  DSBs  innerhalb  von  48 h  vollständig  zu  reparieren.  Die  hohe  Restaktivität  der    
DNA‐PKCS  bei  BALB/c‐Mäusen  zeigte  sich  auch  dadurch,  dass  diese Mäuse  die während  der 
V(D)J‐Rekombination  induzierten DSBs  reparieren können und  somit  ‐  im Gegensatz  zu SCID‐
Mäusen ‐  keinen  Immundefekt  aufweisen.  Eine  andere  Studie,  die  ausschließlich  das 
Überlebensverhalten von Knochenmarkszellen von BALB/c‐Mäusen nach verschiedenen Dosen 
an  γ‐Bestrahlung  untersuchte,  konnte  sogar  ein  besseres  Überlebensverhalten  für  diesen 
Mausstamm nachweisen als  für WT‐Mäuse  (C57BL/6‐Mäuse). Hierbei  ist  jedoch zu beachten, 
dass die Zellen drei Tage nach Bestrahlung für das Überlebensexperiment ausplattiert wurden, 





BALB/c‐Mäusen  nicht  mehr  zu  detektieren  war.  Warum  diese  Mäuse  sogar  ein  besseres 
Überleben zeigten als WT‐Mäuse, kann nicht erklärt werden (Biedermann et al. 1991).  
Somit konnten Beobachtungen der  letzten  Jahre bestätigt werden, die vermuten  lassen, dass 
BALB/c‐Mäuse eine  leichte Einschränkung  in der DSB‐Reparatur aufweisen. Das Reparaturver‐
halten  der  Mäuse  steht  dabei  im  Einklang  mit  Beobachtungen  bezüglich  deren  Strahlen‐
empfindlichkeit.  Im Vergleich zu WT‐Mäusen zeigten Zellen von BALB/c‐Mäusen nach  IR eine 
erhöhte Apoptoserate  (Mori et al. 1992). Sie haben weiterhin eine  stärkere Neigung zur Ent‐


















Neuere Studien gehen davon aus, dass ATM speziell  für die  im Heterochromatin  lokalisierten 
DSBs benötigt wird. Es konnte gezeigt werden, dass nach Auftreten von DSBs  in diesen Regio‐
nen  ATM  das  ursprünglich  als  transkriptioneller  Korepressor  beschriebene  KAP‐1  (Krüppel‐
associated  box  (KRAB)‐associated  Protein)  inaktiviert.  Dieses  kann  diesem  Modell  zufolge 
daraufhin nicht mehr mit weiteren für die Bildung von Heterochromatin benötigten Proteinen 
wie  HP1  oder  HDAC1/2  interagieren, was  zu  einer  Relaxierung  des  Chromatins  führt  (Craig 
2005,  Ziv et  al. 2006). Dadurch werden diese Genomregionen  für die Reparaturfaktoren des 
NHEJs zugänglich. Erst kürzlich konnte u. a. in murinen Zellen nachgewiesen werden, dass die in 








Zusammenfassend  konnte  durch  Etablierung  der  IFM  in murinen  Lymphozyten  erstmalig  ein 
zuverlässiges Verfahren  entwickelt werden, um  durch  definierte Mutationen  hervorgerufene 
DSB‐Reparaturdefekte nach  in vivo‐Bestrahlung  von Mäusen  zu messen. Die unterschiedliche 
Ausprägung der Strahlensensitivität verschiedener Mausstämme spiegelte sich hierbei in Form 











bei  der  Beantwortung  klinischer  Fragestellungen.  Diagnostische  Röntgenuntersuchungen 
stellen die größte vom Menschen geschaffene Quelle für Strahlung und damit einhergehenden 
DNA‐Schäden  im Alltag  dar. Daher  ist  es  vor  allem  für  den  Strahlenschutz  von  besonderem 
Interesse,  mögliche  gesundheitliche  Folgen  wie  Krebs  so  genau  es  geht  abzuschätzen.  Bei 






5.2.1 in vitro‐Untersuchung  des  KM‐Effekts  an  humanen  Lymphozyten  nach  Röntgen‐ 
und γ‐Strahlung mittels γH2AX‐IFM 
Obwohl bereits mehrere  Jahrzehnte beobachtet wird, dass die Anwendung von KM nach Be‐
strahlung ein erhöhtes Vorkommen  von DNA‐Schäden  zur  Folge hat,  ist die  genaue Ursache 
hierfür bis heute unklar. Als eine mögliche Ursache werden bisher ein gesteigerter Photoeffekt 
während  der  Bestrahlung  in  Betracht  gezogen,  der  durch  im  KM  enthaltenen  Elemente mit 
hoher Ordnungszahl (Z) verursacht wird (Norman et al. 1978, Callisen et al. 1979, Hadnagy et al. 
1982, Santos Mello et al. 1983). Als weitere mögliche Ursachen gelten zum einen eine poten‐





























weilige Anteil  ist,  hängt  von  der  Energie  der  Strahlung  ab.  Bei  Röntgenenergien, wie  sie  im 
Rahmen  dieser  Arbeit  eingesetzt  wurden  (maximale  Photonenenergie =  90 keV,  Intensitäts‐
maximum = 60 keV), beträgt der Anteil  an Photoelektronen  ca. 50%  (Glocker & Macherauch 
1971). Weiterhin ist die Absorption der Strahlung direkt proportional zur Ordnungszahl der Ele‐





den  folglich  durch  den  Photoeffekt  vermehrt  Photoelektronen. Diese  legten  auf  ihrem Weg 








der  Sekundärelektronen  variiert  allgemein  von  2 µm  bei  Elektronen  mit  einer  Energie  von 
10 keV  bis  hin  zu  100 µm  bei  100 keV‐Elektronen  (Meesungnoen  et  al.  2002).  Diese 





































mentyp‐Aberrationen wie  Dizentrische  und  Ringchromosomen  nicht  verändert wurde.  Auch 
Matsudaira et. al (1980) konnten bei der Auswertung von Mikrokernen nach Bestrahlung einer 





det  sein, dass ein Teil der  γH2AX‐Foci  zu  schwach gefärbt war und deshalb nicht  in die Aus‐





WT‐Zelllinien  und  verschiedenen  Strahlenarten  (u. a.  120 kV‐Röntgen‐  und  660 kV‐137Cs‐γ‐
Strahlung) wurde gezeigt, dass sich die DSB‐Reparaturkinetiken von Zellen nach diesen beiden 






Beobachtungen  durch  eine  Studie,  in  welcher  beschrieben  wurde,  dass  die  Größe  der  ge‐
messenen γH2AX‐Foci nach niederenergetischer AlK‐Röntgenstrahlung (1,49 keV) größer waren 
als nach höherenergetischer Vergleichsstrahlung (240 keV) (Hamada et al. 2006). 
5.2.2 In  vitro‐Untersuchung  des  KM‐Effekts  an  humanen  Fibroblasten mittels  γH2AX‐ 
und 53BP1‐IFM und alternativen Nachweismethoden 
Um den  in Lymphozyten gemessenen KM‐Effekt mit einem anderen Zelltyp und anderen Me‐
thoden  zu  validieren,  wurden  zusätzliche  in vitro‐Experimente  mit  KM  an  humanen  WT‐
Fibroblasten  durchgeführt. Dies wurden  außer mit  IFM  auch mit  Pulsfeld‐Gelelektrophorese 
(PFGE)  und  premature  chromosome  condensation  (PCC)  durchgeführt.  Hierbei  konnten  mit 
allen Methoden die Ergebnisse aus den Lymphozytenexperimenten bestätigt werden, d. h. es 
wurde eine Erhöhung der initialen Anzahl an DSBs in Anwesenheit von KM beobachtet. Dieser 
Effekt war  in den  IFM‐Experimenten mit Lymphozyten und  in den PFGE‐Experimenten stärker 
ausgeprägt als  in den  IFM‐Experimenten mit Fibroblasten und den PCC‐Experimenten. Dieser 
Unterschied zwischen den verschiedenen Methoden könnte im unterschiedlichen Versuchsauf‐







IFM‐Experimenten mit  Lymphozyten und den PFGE‐Experimenten wurden die  Zellen  vor der 







menten der  Fall  gewesen war. Hierfür  gibt es  keine  fundierte Erklärung. Weiterhin war  kein 
Unterschied  in der  Focianzahl  zwischen unbehandelten Proben und Proben, denen KM nach 
Bestrahlung  zugegeben wurde, erkennbar. Dies  ist konsistent  zu den  Lymphozytendaten und 
auch hier damit zu erklären, dass ohne Bestrahlung keine  Ionisationen der Jodatome stattfan‐
den und  somit auch keine zusätzlichen Photoelektronen entstehen konnten, welche die DNA 






jedoch  zu einem  signifikanten Anstieg an Chromatidbrüchen und achromatischen  Stellen. Da 






durchgeführt  und  auch  keine  weiteren  Chemikalien  zugegeben  wurden,  lassen  sich  keine 
Aussagen über eine mutagene Wirkungen von KM auf wachsende Zellen, nach längeren Zeiten 
oder potentielle Wechselwirkungen mit anderen Substanzen treffen.  
In  einer  anderen  Arbeit wurde  beobachtet,  dass  eine  Bestrahlung  von  BAEC  (bovine  aortic 









doppelten DNA‐Gehaltes doppelt  so viele DSBs  induziert werden wie  in G1‐Zellen, kann eine 
Auswertung exponentiell wachsender Zellen ohne Berücksichtigung des Zellzyklusstadiums zu 






DNA  binden. Dadurch  könnten  durch  die  Strahlung  induzierte DSBs  nicht mehr  von DNA‐PK 
repariert werden, sodass die Reparaturkapazität der Zellen beeinträchtigt ist.  
Um die von Joubert et al. (2005) beobachteten Zusammenhänge in dieser Arbeit zu berücksich‐







turzeit  von 24 h  signifikante Reparaturunterschiede maßen,  sind die Daten der  vorliegenden 






einen  gesteigerten  Photoeffekt  zurückzuführen  ist.  Eine  Bestrahlung  mit  hochenergetischer 




















zyten mit nicht‐bestrahlten,  sodass  ein  „Verdünnungseffekt“  auftritt, welcher  letztendlich  zu 
einer Unterschätzung der tatsächlich applizierten Dosis führt. Bei der Messung des Induktions‐
wertes in vivo wurde bereits in der Vorgängerstudie festgestellt, dass die Anzahl an DSBs 0,5 h 
nach  einer  Thorax‐CT‐Untersuchung  das Maximum  erreicht  und  anschließend wieder  abfällt 
(Lobrich et al. 2005). Eine andere  Studie  führte ebenfalls  in vivo‐Messungen an CT‐Patienten 
durch, erhielt jedoch das höchste Schadensniveau bereits 5 min nach der Bestrahlung, was den 











bei welchem  größere Körperareale bestrahlt wurden, die maximale  Focianzahl  in peripheren 




abweichende Ergebnis  ist unklar, da die Thorax‐CT‐Daten von Rothkamm et. al  (2007)  jedoch 
wie erwähnt nur von einem Patienten  resultieren,  stellt dies die Zuverlässigkeit der Daten  in 
Frage. 
Beim Vergleich  der  Fociwerte  zwischen  nativ  bestrahlten CT‐Patienten  und  solchen mit  KM‐
Gabe  vor CT  fiel auf, dass der  in vitro‐beobachtete Effekt  in vivo nicht vorhanden war. Diese 
Beobachtung  steht  im Widerspruch  zu  bisherigen  Patientenstudien,  die  KM  in  der Untersu‐
chung verwendeten. So zeigten die Ergebnisse mehrerer Patientenstudien, in denen die Patien‐
















sichtlich,  die  in Abhängigkeit  vom Dosis‐Längen‐Produkt  (DLP)  aufgetragen wurden. Das DLP 
misst die kumulative Dosis  (totale Energie), der ein Patient ausgesetzt  ist. Dies berücksichtigt 
nicht  nur  die  mittlere  Ortsdosis  innerhalb  des  Untersuchungsvolumens  (=  CT‐Dosisindex, 
CTDIvol), sondern auch die Länge des abgescannten Körpers (in der Einheit des DLPs als cm an‐
gegeben),  sodass  berücksichtigt wird,  dass  die  absorbierte  Energie mit  der  Länge  des  abge‐
























Beim Vergleich der  in vivo‐ mit den  in vitro‐Daten der Patienten zeigte sich, dass  in vivo 0,5 h 
nach der Bestrahlung die gemessene Anzahl an γH2AX‐Foci bei einem DLP von 500 mGy*cm der 









den  DSBs  mit  dieser  Methode  eine  gute  Korrelation  zwischen  der  Anzahl  an  gemessenen 
γH2AX‐Foci  und  dem  Dosisflächenprodukt  (mGy*cm2= Dosis,  Dosisbelastung  des  Patienten), 
sodass diese Methode  insgesamt eine sensitive Technik zur Messung der Änderung des Scha‐
denslevels nach unterschiedlichen Bestrahlungsprotokollen darstellt.  




errechneten Werten  nach  unten  abwichen,  sie  also  nicht  linear  verliefen.  Ein Grund  hierfür 























ten  WT‐Fibroblasten,  deren  Reparaturkapazität  mit  sinkender  applizierter  Dosis  schlechter 
wurde, und welche auch 14 Tage nach Bestrahlung ein  residuales Focilevel aufwiesen. Dieses 
war unabhängig  von der applizierten Dosis  (Rothkamm &  Lobrich 2003). Auch neuere Daten 
von Rothkamm et al. (2007) von  in vitro‐bestrahlten WT‐Fibroblasten und PBMCs wiesen 20 h 
nach Bestrahlung mit 500 mGy auf eine unvollständige Reparatur in diesen Zellen hin.  
Ein Grund  für das bessere Reparaturverhalten  in vivo könnte darin  liegen, dass aufgrund der 
physiologischen Umstände optimalere Bedingungen bestanden als  in vitro und die Lymphozy‐
ten  damit  effektiver  reparieren  konnten.  Untersuchungen  nach  Ganzkörperbestrahlungen 
könnten darüber genaueren Aufschluss geben, da bei derartigen Bestrahlungen alle untersuch‐
ten  Zellen  die  gleiche  Dosis  an  Strahlung  erhalten.  Diese  werden  jedoch  nur  relativ  selten 
durchgeführt, sodass sich Patientenstudien hierzu schlecht eignen. Ein weiterer Grund könnte 
sein, dass  im Körper nach Bestrahlung geschädigte Blutzellen erkannt und abgebaut wurden, 
und  diese  dann  für  die Auswertung  eventuell  nicht mehr  zur Verfügung  standen. Weiterhin 
kann die bessere  in  vivo‐Reparatur  auf den  schon erwähnten  „Verdünnungseffekt“ der  Lym‐
phozyten  zurückzuführen  sein,  durch welchen  nicht  nur  die  Induktion  unterschätzt,  sondern 
auch  die  Reparatur  überschätzt wurde.  Dies wäre  dann  der  Fall wenn man  theoretisch  an‐
nähme, dass  in vivo konsistent  zu den  in vitro‐Daten nicht alle Brüche  repariert würden, also 
auch  da  ein  residuales  Focilevel  nach  langen  Reparaturzeiten  verbliebe.  In  der  vorliegenden 
Arbeit wurden  jedoch  nach  langen  Reparaturzeiten  fast  keine  Brüche mehr  gemessen. Man 
muss dabei jedoch bedenken, dass sich die nach 5 h ausgewerteten Lymphozyten aus bestrahl‐





zen  Zeitpunkten  (0,5 h und  1 h)  am höchsten war, und  zu diesen  Zeitpunkten die  Fociwerte 
in vivo am ehesten mit den 5 und 10 mGy in vitro‐Daten vergleichbar waren, eigneten sich diese 
beiden Dosen und Zeitpunkte am besten für eine Analyse der DSB‐Schadensantwort zwischen 
nativ  bestrahlten  Patienten  und  solchen mit  KM‐Gabe.  Ein Vergleich  zwischen  den Gruppen 
in vitro ergab, dass die nativ bestrahlte Patientengruppe nach beiden Dosen eine im Schnitt um 
20%  verminderte  Schadensantwort  aufwies  als  Patienten  mit  KM‐Gabe  vor  CT.  Um  diesen 
Unterschied  zwischen den beiden Patientengruppen  in die Auswertung der  in vivo‐Daten mit 
einzubeziehen, wurde eine Normierung über die  in vitro‐Daten vorgenommen. Hierfür wurde 
über eine lineare Regression der in vitro‐Daten (über den 5 und den 10 mGy‐in vitro‐Wert) nach 





schließend wurden  die  in vivo‐Daten  jedes  einzelnen  Patienten  durch  die  individuellen  Stei‐
gungen dividiert. Der Quotient entsprach einer  individuellen Äquivalentdosis für  jeden Patien‐









In dieser Patientengruppe II wurden  5 Patienten nativ bestrahlt, weitere  5  erhielten  vor der 
Bestrahlung KM mit dem Wirkstoff Iomeprol. Da Iomeprol bereits in den in vitro‐Experimenten 
mit Fibroblasten einen ähnlich großen KM‐Effekt hervorrief wie Iopromid, konnte dieses KM in 
die  Studie miteinbezogen werden. Um  interindividuelle Unterschiede  im  Reparaturverhalten 
möglichst klein zu halten, wurden die Vergleichsgruppen der Patientengruppe II diesmal so ge‐




in vivo‐Daten  zwischen  nativ  bestrahlten  und  KM‐Patienten  zeigte  sich  diesmal  auch  ohne 
Normierung, dass eine KM‐Gabe vor Bestrahlung zu einer Erhöhung der Schadensantwort (hier 
in Form von DSBs) um 33% führt. Damit wurden die Ergebnisse der Patientenstudie I bestätigt. 
Verglichen mit  den  vorangegangenen  in vitro‐KM‐Experimenten  fiel  die  in vivo  beobachtete 
Erhöhung der DSB‐Anzahl durch den KM‐Effekt mit durchschnittlich 30% etwas geringer aus. 
Dies kann seine Ursache darin haben, dass sich die in den KM‐Experimenten eingesetzten Jod‐










































In  der  Patientengruppe I  schienen  KM‐Patienten  in vitro  besser  zu  reparieren  als  nativ  be‐
strahlte. Da das mittlere Alter dieser beiden Gruppen  lediglich drei bis vier Jahre auseinander 
lag, konnte dies nicht der primäre Grund für den Reparaturunterschied der beiden Patienten‐
gruppen  sein.  In Patientengruppe I machte der Anteil an  Frauen unter den nativ bestrahlten 
Patienten 14% aus, unter den Patienten, die unter Gabe von KM bestrahlt wurden, 23%, sodass 










auf weitere, noch unbekannte  Faktoren  ausdehnen oder die Möglichkeit  in Betracht  ziehen, 
dass die Unterschiede im Reparaturvermögen eher zufälliger Natur waren.  
Um über die Faktoren, welche das DSB‐Reparaturvermögen grundsätzlich beeinflussen können, 













der  Induktion  klar  zu  erkennen,  dass  in  der  Reparatur  zwischen  diesen  beiden  Vergleichs‐









nicht  spekuliert. Auch eine Studie von Seluanov et al.  (2004) konnte  in Fibroblasten altersab‐
hängig große Unterschiede  im Reparaturverhalten beobachten. Hierbei sahen sie nicht nur ei‐
nen Unterschied  zwischen alten und  jungen Zellen  in vitro,  sondern vielmehr eine  sukzessive 
Abnahme des Reparaturvermögens mit zunehmendem Alter der Zellen. Dies  ist konsistent da‐

















Dabei  fanden  sie  heraus,  dass  in  zwei  gealterten  humanen  Fibroblasten‐Zelllinien  um  bis  zu 









verändert.  Einige  Arbeiten  beschäftigten  sich  bereits  mit  den  Reparaturmechanismen  und 
ihrem Auftreten  im Alter.  So wurde beobachtet, dass die Häufigkeit des Einsetzens von  z. B. 
Mismatch‐  und  Basenexzisionsreparatur  mit  zunehmendem  Alter  zurückgeht.  Dies  wurde 
in vitro an alternden humanen T‐Zellklonen, alternden humanen Fibroblasten und Leukozyten 
nachgewiesen  (Atamna  et  al.  2000,  Annett  et  al.  2005). Während  z. B.  in  G2‐Zellen  in  der 
schnellen Reparaturphase vor allem das NHEJ  für die Reparatur der Brüche verantwortlich  ist 







nehmlich  das NHEJ  benutzen, würde  eine  Verlagerung  der  Reparaturmechanismen  bzw.  ein 






SSA  gebraucht  würden,  wäre  es  auch  denkbar,  dass  diese  anderen  Mechanismen  mit  zu‐
nehmendem Alter nicht mehr so effizient funktionieren. 
In  genetischen  Untersuchungen  in  humanen  und murinen Modellen wurden Mutationen  in 
Komponenten verschiedener DNA‐Reparaturwege (u. a. auch des NHEJs) mit der zellulären Al‐
terung in Zusammenhang gebracht. So konnte z. B. beobachtet werden, dass die Expression der 






rend  in jungen nicht‐bestrahlten Zellen Ku sowohl  im Zellkern als auch  im Zytoplasma vorhan‐
den war und nach γ‐Bestrahlung in den Zellkern translozierte, befand sich Ku in alternden nicht‐




ternden  Zellen nicht  zur Verfügung. Die Beobachtung, dass  altersassoziierte Krankheitsbilder 
wie z. B. Osteopenie  (nachlassende Knochendichte)  in Mäusen mit Mutationen  in Komponen‐
ten des NHEJs wie z. B. Ku80 und DNA‐PKCS auftraten, gibt ebenfalls Hinweise darauf, dass eine 
Verbindung zwischen der Reparatur von DNA‐Schäden und der zellulären Alterung besteht. 
Gegenläufige  Studien  konnten  keinen  altersbedingten  Unterschied  in  der  DSB‐Reparatur‐
effizienz beobachten, dafür aber einen Anstieg der  spontan auftretenden γH2AX‐Foci mit  zu‐
nehmendem Alter  (Sedelnikova et  al. 2008). Dabei wiesen humane WT‐Lymphozyten  älterer 
Spender mit einem Alter von ca. 50 Jahren Werte von bis zu 0,7 γH2AX‐Foci pro Zelle auf, was in 
der vorliegenden Arbeit in etwa der Anzahl an DSBs entspricht, wie sie durch eine Bestrahlung 
mit 70 mGy  induziert werden würde. Die Kontrollwerte alter und  junger Spender  lagen  in der 
vorliegenden Arbeit zwischen 0,05 und 0,1 Foci pro Zelle, was mit früheren Studien konsistent 













In  der  vorliegenden  Arbeit  konnte  das  Ergebnis  aus  Patientengruppe I,  dass  Patienten  mit 
bösartigen Erkrankungen tendenziell ein besseres Reparaturvermögen aufweisen als solche mit 
gutartigen  Erkrankungen,  in  Patientengruppe III  nicht  bestätigt  werden.  Dagegen  zeigten 
Frauen tendenziell ein schlechteres Reparaturvermögen als Männer. Hierzu  findet man  in der 
Literatur nur wenige Aussagen. In einer Studie, die sich mit der DSB‐Reparatur in unstimulierten 





Zusammenfassend  gibt  es  zahlreiche  Indizien dafür, dass nicht nur die Anzahl  an  spontanen 
DSBs mit zunehmendem Alter ansteigt, sondern auch dafür, dass die Reparaturkapazität nach 












Die Untersuchung der Wirkung niedriger Dosen  IR  stellt  in der Strahlenbiologie ein wichtiges 
Forschungsfeld dar, dessen Erkenntnisse  sowohl auf politische, als auch auf ökologische und 
ökonomische  Entscheidungen  Einfluss  haben.  Im  Jahr  2005  wurden  pro  Einwohner  in 
Deutschland 1,6 allgemeine Röntgenuntersuchungen durchgeführt. Die kollektive effektive Do‐
sis  lag  hierbei  bei  1,8 mSv  pro  Einwohner  und  Jahr. Obwohl  der  Trend  dahin  ging,  dass  die 
Häufigkeit  an  konventionellen  Röntgenuntersuchungen  (des  Thorax,  des  Schädels  oder  des 











chung  der  zellulären  Reaktion  auf  Strahlendosen,  wie  sie  bei  CT‐Untersuchungen  appliziert 
werden. Da bisherige epidemiologische Ansätze zur Abschätzung des Krebsrisikos nur bis Dosen 




Wie  sowohl  in der vorliegenden Arbeit als auch  in einer  früheren Studie bereits beschrieben 
wurde,  entspricht  eine  CT‐Untersuchung  des  Thorax mit  einem  DLP  von  500 mGy*cm  einer 
in vitro applizierten Dosis von ca. 10 mGy  (Lobrich et al. 2005).  Im Rahmen der Patientenstu‐
dien der vorliegenden Arbeit war zu beobachten, dass das Reparaturvermögen nach einer so 
niedrigen Dosis  in vitro eingeschränkt  ist. Diese Beobachtung  ist konsistent mit  früheren Stu‐
dien, die  sich mit der Reparatur von DSBs  in konfluenten Fibroblasten nach niedrigen Dosen 
beschäftigten  (Rothkamm  &  Lobrich  2003).  Dabei  wurde  gezeigt,  dass  mit  sinkender 
Röntgendosis die Reparaturkapazität in konfluenten Fibroblasten abnimmt und dass im Bereich 
von wenigen mGy nahezu keine Reparatur mehr stattfindet. Die von Rothkamm et al.  (2003) 






in der vorliegenden Arbeit  konnten  in einem gemeinsamen Projekt mit dem  Strahlenbiologi‐
schen  Labor  der  Klinik  für  Strahlentherapie  und  Radioonkologie,  Universitätsklinikum  des 






































Strahlensensitivität  von Geweben  sollten  sich  daher  sinnvollerweise  auch  auf  diese  Stamm‐
zellen und den Vorstufen von ausdifferenzierten Zellen ausweiten. 
Nach einer Bestrahlung mit 10 mGy wurden nur der Dünndarm, die Niere und das Herz ausge‐





Lunge  gemessen wurden,  können  dennoch  als  sicher betrachtet werden, da  sie  auf  gleicher 
Höhe  liegen wie die entsprechenden Werte  in Dünndarm, Niere und dem Herz der  gleichen 








Nach  einer Bestrahlung mit  10 mGy  verlief  die  Reparatur  deutlich  schlechter.  24 h  nach  Be‐
strahlung  verblieben  nach  dieser  Dosis  noch  über  70%  der  induzierten  Brüche  unrepariert. 
Auffällig war, dass 24 h nach Bestrahlung mit 10 oder 100 mGy eine  residuale  Focianzahl  zu 
messen war, sodass die  induzierten DSBs nicht komplett repariert wurden. Dies  ist konsistent 
mit in vitro‐Studien von Rothkamm et al. (2003) mit konfluenten Fibroblasten und mit den Re‐
paraturmessungen  der  vorliegenden  Arbeit  mit  Lymphozyten  bei  Patientengruppe I  und  III. 
Nach 1 Gy lag die induzierte Focianzahl 24 h nach Bestrahlung dagegen noch zu hoch, um eine 

















genannten  Transit Amplifying‐Zellen  aus, welche  geschätzte  sechs  bis  acht  Teilungen  durch‐
laufen und dabei Richtung Villus wandern (Bach et al. 2000). Anschließend differenzieren sich 
diese Zellen aus, stellen dabei die Teilung ein und werden bei der Nachbildung weiterer Zellen 






Zur  Proliferationsfähigkeit  ausdifferenzierter  Zellen  in  den  beiden  anderen  Organen  gibt  es 









drei Möglichkeiten existieren Hinweise.  Letztendlich  ist die Sachlage  jedoch  in diesem Organ 
noch nicht eindeutig geklärt. Die Entdeckung von Herzvorläuferzellen im erwachsenen Herz ist 
von besonderem  Interesse, da  lange  angenommen wurde, dass das Herz ein  sehr  statisches 
Organ ist, welches keine Stammzellen besitzt. Hinweise, dass das adulte Herz Zellen mit replika‐
















der vorliegenden Arbeit  reproduziert. Hierfür wurden  zusätzliche Niedrigdosen eingesetzt  so‐
wie zwei DSB‐Marker, (γH2AX und pATM), verwendet. Auf diese Weise sollte die Reparaturka‐
pazität noch differenzierter gemessen und die erhaltenen Ergebnisse mit verschiedenen Mar‐




24 h nicht wesentlich.  Insgesamt verblieb bei allen Dosen  im Gegensatz  zu den  in vivo‐Daten 
und konsistent zu Rothkamm & Lobrich (2003) ein residuales Focilevel, welches sich auch über 
einen  Zeitraum  von  drei  Tagen  nicht  mehr  veränderte.  Die  Vorgängerstudie  konnte  somit 
reproduziert werden.  






Phase  des  Zellzyklus  beschränkt  zu  sein,  da  bei  Rothkamm  &  Lobrich  (2003)  die  residuale 






















ein  ständiges Gleichgewicht  zwischen  reparierten und neu  auftretenden DSBs hervorgerufen 





Da  sich  die  dabei  induzierte  Focianzahl  jedoch  während  der  Reparaturzeit  nicht  erhöhte, 
schlossen  sie  daraus,  dass  nicht‐reparierte  Brüche  für  das  residuale  Focilevel  verantwortlich 
sind. Unterstützt wurde deren Schlussfolgerung dadurch, dass nach einer Beobachtungszeit von 

















dass  auch mehr  Bystander‐Brüche  entstehen, weil  dann mehr  Zellen  ein  Schadenssignal  an 
nicht‐geschädigte Zellen weitergeben. Da  in diesem Bereich  jedoch eine Abnahme an Foci be‐












raturverhalten  nach  fraktionierter  Bestrahlung  erinnert  an  das  Phänomen  von  Adaptive 




dass  induzierte  DSBs  nach  einer  challenging  dose,  welche  im  selben  Dosisbereich  wie  die 
priming dose liegt, ebenfalls besser repariert werden. 
Zusammenfassend  konnte  in vitro  konsistent  zu  den  in vivo‐Daten  und  zu  früheren  Studien 













Zelle aufwiesen,  schneller  repariert, als  in Zellen,  in welchen  von Beginn an nur 0,2 Foci pro 





Im  Zuge  der  Aufrechterhaltung  der Homöostase  von  Zellen  in Gewebeverbänden  kommuni‐













kann.  Hinweise  darauf  geben  Bystander‐Studien,  welche  belegten,  dass  nicht  geschädigte 
Zellen,  welche  Zellkulturmedium  von  geschädigten  Zellen  erhalten,  ebenfalls  DNA‐Schäden 




guliert wird  (Narayanan  et  al.  1999). Die  Effizienz  der  Reparatursysteme  könnte  somit  auch 














ven  Sauerstoffspezies,  ROS).  Zu  ROS  gehören  kurzlebige  instabile  Moleküle  wie  Superoxid‐








Metabolismus  die  wichtigste  endogene  Quelle.  Um  zu  überprüfen,  ob  eine  Steigerung  der 
intrazellulären  ROS‐Konzentration  einen  Einfluss  auf  die DSB‐Reparatur  nach  einer  niedrigen 
Röntgendosis hat, wurden  in der vorliegenden Arbeit konfluente primäre WT‐Fibroblasten vor 
der  Bestrahlung mit  einer Niedrigdosis mit H2O2  behandelt.  Für  die  Behandlung wurde  eine 
H2O2‐Konzentration  gewählt, die nach Messungen  in der  vorliegenden Arbeit  keine DSBs  er‐
zeugte,  von welcher  jedoch  angenommen werden  kann, dass  sie  viele  ESBs  erzeugt. Hierbei 
zeigte  sich,  dass  durch  die  Behandlung  und  die  damit  verbundene  Erhöhung  des  oxidativen 
Stresses alle durch  Strahlung  induzierten DSBs  repariert wurden, die Reparaturkapazität also 
besser wurde. Damit ist davon auszugehen, dass die Erhöhung des oxidativen Levels in der Zelle 
und die damit einhergehende Induktion von ESBs die Reparatur von DSBs stimuliert hat.  
ESBs werden  über  die  BER  (Basen‐Exzisions‐Reparatur)  repariert.  Es wäre  denkbar,  dass  die 
DSB‐Reparatur  residualer  Brüche,  die  durch  die  Kernkomponenten  des NHEJ  nicht  repariert 


















Diese Theorie  ist  konsistent damit, dass proliferierende  Zellen  sowohl  keine  residualen DSBs 
nach Bestrahlung als auch keine verminderte Reparaturkapazität nach niedrigen Dosen aufwei‐
sen.  Eine mögliche Ursache hierfür  kann  in  ihrem erhöhten oxidativen Metabolismus  liegen. 




sich mit  der Messung  von  durch  γ‐Strahlung  induzierten DSBs mittels  Life  Cell  Imaging  (LCI) 
(Asaithamby &  Chen  2009).  Hierfür wurde  eine  Tumorzelllinie  (HT1080)  verwendet, welche 
stabil  YFP‐53BP1  (YFP  =  gekoppeltes  yellow  fluorescent  protein)  exprimiert. Auf  diese Weise 










gehenden DNA‐Schäden wie  ESBs  dazu  führen,  dass  die  Reparatur  residualer  Foci  stimuliert 
wird. Über die genaue Ursache, weshalb ein gewisses Maß an DSBs unrepariert verbleibt und 











































beispielsweise  zur  Entstehung  von  chromosomalen  Instabilitäten  und  letztlich  zur  Entartung 
von Zelle beitragen.  
Abschließend  sollte der  Frage nachgegangen werden, welche Rolle Non‐targeted‐Effekte wie 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































wurden WT‐Mäuse  (C57BL/6)  an einem  Linearbeschleuniger mit 6 MV‐Röntgenstrahlung und 
einer Dosis von 10 mGy bestrahlt, der Dünndarm, das Herz und die Nieren entnommen und 
fixiert.  Anschließend wurden  die  DSBs mittels  IF‐Färbung  detektiert.  Die  DNA  der  Zellkerne 
wurde hierbei mit DAPI  (blau) angefärbt. DSBs wurden mit 53BP1‐Primärantikörper und FITC‐
gekoppeltem  Sekundärantikörper  (grün) detektiert. Diese DSBs  sind  vereinzelt  in den blauen 
Zellkernen  als  grüne  Punkte  sichtbar  und wurden mit  Kreisen markiert.  Die  Bildausschnitte 
bestehen  aus  neun  Einzelbildfeldern,  welche  mit  630facher  Vergrößerung  aufgenommen 
wurden.  Diese  Einzelbildfelder  bestehen  wiederum  aus  mehreren  Ebenen,  welche 
übereinander gelagert und dekonvoliert wurden, sodass alle in den Zellkernen befindlichen Foci 
erfasst und klar dargestellt werden konnten. Auf den Aufnahmen befinden sich höchstens bis 
zu  zwei Foci  in einem Kern. Da  in Gewebeschnitten das Problem besteht, dass unspezifische 
Bindungen außerhalb der Kernbereiche auftreten können, sind außerhalb der Kerne  teilweise 
grüne unspezifisch angefärbte Gewebebereiche zu erkennen.  
Für  die  Niere  sind  jeweils  drei  Bildausschnitte  dargestellt,  da  für  dieses  Organ  auch 
Reparaturzeitpunkte  und  Kontrollschnitte  gezeigt  sind.  Für  den  Dünndarm  und  das  Herz  ist 
jeweils  nur  ein  Bildausschnitt  gezeigt.  Im  Dünndarmschnitt  sind  Querschnitte  von  Villi  der 
Mukosa  zu  sehen.  Pfeile markieren  den  Saum  aus  Epithelzellen, welche  für  die Auswertung 
herangezogen wurden (Erster Bildausschnitt). In der Induktion sind in den Bildausschnitten des 
Dünndarms und der Niere  zwischen 33 und 41 Foci pro Bildausschnitt  zu erkennen.  Im Herz 
sind es dagegen nur 5 Foci  (Gekennzeichnet mit „10 mGy 10 min“). Dies  liegt daran, dass  im 
Herz in erster Linie längsgeschnittene Zellen aufgrund ihrer größeren Fläche Foci aufweisen (mit 
Pfeilen markiert) und außerdem wenige dieser Kerne pro Bildausschnitt vorhanden sind. In die 




Daten  aus  den Reparaturstudien  in  der Maus. Außer  den  bestrahlten Gewebeschnitten  sind 
auch unbestrahlte Schnitte  (Gekennzeichnet mit „Kontrolle“) der Niere dargestellt. Hierbei  ist 










































































Oktober 1999–November 2004:   Studium  der  Biologie  an  der  Technischen  Universität 
Kaiserslautern  





der  Universität  des  Saarlandes,  Arbeitsgruppe  Prof. Dr. 
Markus Löbrich 
01.01.2008‐30.06.2008  Wissenschaftliche  Mitarbeiterin  in  der  Abteilung  für 
Strahlenbiologie  und  DNA‐Reparatur  der  Technischen 











DNA  double‐strand  break  repair  of  blood  lymphocytes  and  normal  tissues  analysed  in  a 
preclinical mouse model:  implications  for  radiosensitivity  testing. Clin Cancer Res. 2008 Oct 
15;14(20):6546‐55. 
Raths A, UGrudzenski SU, Löbrich, M 








HDNA  Double‐Strand  Breaks  and  Their  Repair  in  Blood  Lymphocytes  of  Patients  Undergoing 
Angiographic Procedures.H Invest Radiol. 2009 May 14. (Im Druck) 
UGrudzenski SU, Kuefner MA, Heckmann MB, Uder M, Löbrich M 






„Induktion  und  Reparatur  von  DSBs  bei  Computertomographieuntersuchungen  mit 







































Dr. Nicole Rief danke  ich  für die Heranführung an die Materie,  ihre Hilfsbereitschaft und dass 
sie immer ein offenes Ohr für Fragen hatte. 
Frau Roswitha Schepp danke  ich ganz besonders  für  ihren unermüdlichen Einsatz zum Wohle 
der Arbeitsgruppe und die hervorragende technische Unterstützung. 












Darmstadt, den          ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 
                         (Saskia Grudzenski) 
